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Los triploides son una alternativa para producción de algunas especies. El objetivo 
del trabajo fue obtener triploides y evaluar parámetros de desarrollo temprano. Se 
obtuvieron gametos de Rhamdia quelen  para exposición a choque térmico (2 y 5 
minutos) realizado siete minutos posfertilización a las temperaturas: control-25ºC, 
34ºC, 36ºC y 38ºC. Se evaluaron porcentajes de eclosión y sobrevivencia; se usó 
la técnica de tinción de regiones organizadoras de nucleolo (RONes) para 
identificar los triploides en larvas de 2 y 9 días poseclosión. Se analizaron las 
variables: ángulo de orientación (AGSV) (º), longitud (LSV) (mm) y altura del saco 
vitelino (ASV) (mm), longitud total de la larva (LTL) (mm), la altura (AL) (mm), 
diámetro del ojo derecho (DOD) (mm), pigmentación (PIGME) y presencia o no de 
deformidades. Los menores porcentajes de eclosión se presentaron con 5 minutos 
de choque térmico; no hubo diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos 
para sobrevivencia y porcentaje de triploides, los rangos oscilaron entre  91.4-
97.9% y 78.75-96.6% respectivamente. Al día 2 se observaron diferencias 
significativas para las variables AGSV, LSV y DOD (p<0.05), el rango de 
anormalidades oscilo entre 20 y 66%; al dia 9 no se encontraron diferencias para 
las variables morfométricas y las anormalidades estuvieron entre 0 y 10%. Se 
concluye que la inducción de triploidía fue exitosa con los protocolos empleados, 
pero se requiere la evaluación posterior en producción ya que se encontraron 
diferencias en algunos valores morfométricos en las larvas. 
 
 












La piscicultura es una fuente alternativa de proteína para la seguridad 
alimentaria y una actividad generadora de empleo e ingresos. La dinámica de 
producción de peces de cultivo en Colombia ha sido muy variable, sin embargo 
entre 1989 y 2002 hubo una tasa de crecimiento de 16.4% anual y en el año 
2003 se alcanzó una producción total de 28.530 Tm, generándose 10.343 
empleos (Espinal y colaboradores, 2005)  
 
Las principales especies de cultivo en el país son la tilapia roja que es el 
resultado del cruce de distintas especies de tilapias, la trucha arco iris 
(Oncorhynchus mykiss) y las cachamas blanca y negra (Piaractus 
brachypomus y Colossoma macropomum respectivamente); las dos primeras 
introducidas y las últimas nativas. La participación conjunta dentro de la 
piscicultura nacional es de 96.3% y teniendo un aporte respectivo a la 
producción de 49%,16% y 31% (Espinal y colaboradores, 2005; Forero y 
colaboradores, 2002).  
 
Los peces nativos tienen buena aceptación en el mercado Colombiano, pero 
hay variabilidad en la demanda y valor en el mercado dependiendo de los 
periodos de subienda o bajanza (Noreña, 1974).   
 
En Colombia existen especies de Silúridos autóctonos que han sido poco 
estudiados y que son promisorios para el cultivo;  Rodríguez (1980) reportó la 
reproducción inducida en Rhamdia sp. en confinamiento; Muñoz y 
colaboradores (2007) encontraron que las larvas de Rhamdia sebae consumen 
alimento balanceado como primer alimento exógeno y crecen más que larvas 
alimentadas con nauplios de Artemia sp; considerándose esta especie como 
promisoria para la piscicultura al reducirse los costos de alimentación en 
estados larvarios. En Brasil y Argentina la Rhamdia quelen se produce 
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comercialmente ya que presenta una amplia distribución natural y una buena 
calidad de carne (Rossi y Luchini, 2004). 
 
La Rhamdia quelen tiene características biológicas que le confieren rusticidad y 
adaptación a sistemas de cultivo tradicionales (Vozzi y colaboradores, 2003), 
alcanzando hasta 50 cm de longitud y 3 Kg de peso (Merigoux y 
colaboradores, 2001). Sin embargo, en el país esta especie no ha sido 
incorporada a nivel productivo ni se han desarrollado paquetes tecnológicos 
que permitan una producción eficiente, aún cuando se sabe que contribuye a la 
seguridad alimentaria de asentamientos humanos ribereños  y es una especie 
con buena aceptación para el consumo humano (Dalh, 1971; Jiménez, 2008 
(comunicación personal)  
 
La producción de Rhamdia quelen presenta dos limitantes claras: a) el riesgo 
de provocar un impacto ambiental  por su capacidad de reproducción y 
colonización de cuencas diferentes a las de su origen, pudiendo desplazar y 
extinguir a otras especies y b) la madurez sexual precoz (Vozzi y 
colaboradores, 2003; observaciones personales) ocasionando retraso en el 
crecimiento y aumentando el tiempo para alcanzar la talla comercial 
(Basavaraju y colaboradores, 2002). 
 
Las especies introducidas han tenido un impacto ecológico y económico debido 
a su escape hacia el medio natural donde ha  contribuido a la extinción de 
especies nativas por depredación, competencia de recursos, hibridación, 
alteración del hábitat y transferencia de patógenos (Escobar, 2004). La tilapia 
ha desplazado especies nativas de la cuenca del rio Magdalena al ocupar 
nichos y establecerse en el medio, además esto ha limitado las investigaciones 
sobre la biología de las especies nativas y la estandarización de los sistemas 
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de producción, desaprovechando la diversidad íctica del país (Escobar, 2004). 
 
Una alternativa para disminuir estos inconvenientes en el cultivo de Rhamdia 
quelen es la obtención de individuos triploides, que presentan esterilidad 
gamética y/o gonadal debido a que en la primera división meiótica hay 
formación de trivalentes (Vozzi y colaboradores, 2003). Con la obtención de 
triploides se evitaría la madurez y se impediría la reproducción indeseada de 
esta especie en cuencas donde no es endémica (Basavaraju y colaboradores, 
2002). En otras especies como Oncorhynchus mikkys los triploides tienen 
mejor desempeño productivo en cuanto a conversión, talla y peso (Pérez y 
colaboradores, 1999). 
 
El conocimiento que se tiene de algunos aspectos biológicos y reproductivos 
de la especie como son el manejo de la inducción hormonal para acelerar la 
madurez sexual (Rossi y Luchini, 2004), desarrollo embrionario (Pereira y 
colaboradores, 2006; Montoya y colaboradores, 2008), manejo de incubación 
de huevos (Rossi y Luchini, 2004; Silva y colaboradores, 2003), desarrollo de 
larvas (Pereira y colaboradores, 2006), caracterización citogenética (Moraes y 
colaboradores, 2007), obtención de individuos poliploides (Vozzi y 
colaboradores, 2003; Soller y colaboradores, 2007); ofrecen herramientas para 
que en el país se adelanten trabajos como el propuesto a continuación para el 
desarrollo de biotecnologías que permitan un mejor aprovechamiento de las 
especies y garantice mejor rendimiento y mayor eficiencia a nivel comercial. 
 
Este trabajo de investigación tuvo como propósito aportar al desarrollo 
productivo de Rhamdia quelen, contribuir al conocimiento de la fisiología de la 
especie, producir y comprobar tempranamente la obtención de organismos 
triploides a través de herramientas tecnológicas innovadoras, buscando lograr 







2.1 Objetivo general:  
 
Obtener triploides de Rhamdia quelen y evaluar parámetros de desarrollo en 
larvas  
 
2.2 Objetivos Específicos:  
  
• Evaluar el efecto del choque térmico sobre la eficiencia en la obtención de 
triploides y la sobrevivencia en larvas y poslarvas. 
 
• Comparar el desarrollo de animales diploides vs triploides en algunos 
parámetros de desarrollo larvario.  
 
• Validar la técnica de Regiones Organizadoras de Nucleolo (RONes) en 




3. MARCO TEÓRICO 
 
En Colombia, los Silúridos son de gran importancia comercial y son el soporte de 
la pesquería de varias regiones principalmente Amazonas y Orinoco. Sin embargo, 
el deterioro ambiental creciente de las cuencas y la pesca indiscriminada han 
disminuido marcadamente las poblaciones naturales como es el caso del valentón 
(Brachyplatystoma filamentosum) y por ello la acuicultura ha enfocado parte de la 
investigación estatal y privada a la reproducción de especies pertenecientes a este 
género con miras no solo a la producción de semilla destinada al repoblamiento 
del medio natural si no también a la piscicultura rural, asociada y comercial, 
aunque este desarrollo ha sido muy lento comparado con países de Norteamérica, 




El orden Siluriforme, es un grupo de peces diversificado y ampliamente distribuido 
en aguas continentales a nivel mundial, con mas de 30 familias, 412 géneros y 
alrededor de 2400 especies (Pinna, 1998). En Colombia Cala y colaboradores 
(1996) reportaron 12 familias. Las familias mas representativas de los Siluriformes 
son los Pimelodidae que habitan en los fondos de ríos y quebradas de aguas 
turbias y algunos optan por ambientes pantanosos o lacustres. Son de hábitos 
nocturnos y la alimentación es variable, donde los grandes bagres (por ejemplo los 
del género Brachyplatystoma, Pseudoplatystoma, Zungaro, Phractocephalus) son 
predominantemente carnívoros, los medianos (como los del género Pimelodus, 
Callophysus, Leiarius, Sorubim) son omnívoros y algunos son filtradores (género 
Hipophthalmus). Suelen hacer migraciones alimenticias o reproductivas (Agudelo y 
colaboradores, 2000). La familia Loricariidae abarca alrededor de 60 géneros a los 
que pertenecen aproximadamente 300 especies que se distribuyen desde México 
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hasta Argentina (Galvis y colaboradores, 1997). Es la familia ecológicamente más 
rica y de mayor importancia como recurso pesquero (Escobar, 2001). 
 
Los Silúridos tienen cuerpos cilíndricos, algunos muy alargados y otros 
anguliformes; desnudos o con placas o escudos óseos; carecen de escamas, 
poseen barbillas en la región nasal y/o mentoniana y en la oral; los dientes tienen 
forma de parches o almohadillas; hay presencia o no de aleta adiposa y si poseen 
aletas pélvicas, están dispuestas en la región abdominal. La cintura escapular es 
bien desarrollada y se encuentra unida al cráneo, poseen aletas pectorales y 
dorsal con el primer radio modificado en una espina que puede ser aserrada, 
punzante y venenosa dependiendo de la especie. La vejiga natatoria se encuentra 
conectada al tubo digestivo y es de forma variable (Galvis y colaboradores, 1997).  
 
 
3.2 Rhamdia quelen  
 
La Rhamdia quelen, es un pez perteneciente al orden Siluriforme, a la familia 
Pimilodeade y al género Rhamdia; es muy común encontrarla en cuerpos de agua 
de poca corriente, de fondo lodoso o firme; es un animal de cuerpo ancho y bajo, 
presentando una coloración que va desde plomizo oliváceo hasta pardo negruzco, 
con el vientre blanco; sin escamas, boca ancha y desprovista de dientes; es 
omnívora con tendencia carnívora y su alimentación se basa principalmente en 
peces pequeños, crustáceos y animales bentónicos; además es de fácil 
adaptación a raciones. Es una especie que resiste la manipulación y las 
condiciones adversas del medio; de hábitos nocturnos, de poca visión pero con 
olfato muy desarrollado y con barbillas sensoriales a nivel maxilar. Presenta buena 
calidad de carne y cada vez es más apetecida en el mercado (Rodriguez, 2007), 
sin embargo, su abundancia no es tal para considerar esta especie suceptible de 
pesca industrial (Dalh, 1971). La época reproductiva de la especie está 




Se han realizado diversos estudios  sobre el género Rhamdia, pero la mayoría 
dirigidos a Rhamdia quelen y Rhamdia sapo (Muñoz y colaboradores, 2007). En 
cuanto a la reproducción de esta familia, Varela y colaboradores (1982) reportaron 
en la reproducción artificial de bagre negro la efectividad del uso de gonadotropina 
coriónica en la inducción de la ovulación y el desove de esta especie en cautiverio 
y demostraron por medio de funciones matemáticas la relación entre la 
temperatura del agua y el periodo de inducción y entre la temperatura del agua y 
el período de incubación.  
 
En cuanto a información sobre el número de cromosomas, Valcarcel y 
colaboradores, (1993) encontraron mediante análisis cariológico que Rhamdia 
sapo presenta dos números cromosómicos 2n=58 y 2n=59 y notaron la presencia 
de cromosomas supernumerarios y la ausencia de cromosomas sexuales 
heteromórficos. En el año 2007, Moraes y colaboradores reportaron para la 
Rhamdia quelen un número diploide 2n=58. 
 
En cuanto al desempeño productivo, algunos autores han reportado que Rhamdia 
sebae presenta mejor peso, talla y sobrevivencia cuando la primera alimentación 
exógena son naúplios de Artemia sp.; presentando también un crecimiento 
comparativo y aceptación de alimento comercial en esta etapa, sugiriendo que es 
posible disminuir costos de producción por alimento, cuando se trabaja larvicultura 
de esta especie (Muñoz y colaboradores, 2007).  En otro estudio, Behr y 
colaboradores, (2000) evaluaron el efecto de la suplementación durante veinte 
días con quistes y nauplios de Artemia franciscana sobre el desarrollo de Rhamdia 
quelen; y encontraron que el mejor crecimiento y la mayor sobrevivencia en 
condiciones de laboratorio se obtuvo suministrando durante tres días naúplios de 
artemia, superando la alimentación con quistes en donde se observó un 




En otros estudios de alimentación, Falanghe y Mikos (2005) encontraron que no 
existen diferencias en peso, conversión alimenticia y crecimiento específico de 
Rhamdia quelen si es alimentada una vez al día respecto a la alimentada dos a 
cuatro veces por día. 
 
Se han realizado otros estudios en Rhamdia quelen como el análisis del 
crecimiento y sobrevivencia de larvas cuando son sometidas a diferentes niveles 
de dureza del agua (Townsend y colaboradores, 2003), determinación de la 
densidad de población y crecimiento de alevinos (Piaia y Baldisserotto; 2000), 
determinación de la mejor densidad de siembra para transporte de alevinos y 
evaluación de la sobrevivencia después de diferentes tiempos de transporte 
(Golombieski y colaboradores, 2003), sobrevivencia de alevinos expuestos a 
cambios agudos de dureza y pH del agua (Townsend y Baldisserotto, 2001), 
evaluación del crecimiento y sobrevivencia de alevinos expuestos a diferentes 
fotoperíodos (Piaia y colaboradores, 1999), evaluación de la respuesta de alevinos 
al estrés agudo (Gil y colaboradores, 2006) entre otros que han contribuido al 
conocimiento de la biología, fisiología de la especie y sistemas de producción. 
 
La especie de Rhamdia con la que se desarrollará este proyecto se identificó 
como especie R. wagneri o Pimelodus wagneri; según información de los 
pescadores de la zona de donde se obtuvo y en el laboratorio de ictiología de la 
Universidad de Antioquia basados en la clave de GUNTHER 1868, referenciada 
por Dalh (1971), donde el animal debe poseer una aleta anal con 11-13 radios 
(para este caso presentó 11) y una espina pectoral débil, no aserrada. Sin 
embargo, Froese y Pauly (2008), sugieren que una gran variedad de especies del 
género Rhamdia son sinonimia de la Rhamdia quelen entre ellas la R. wagneri; por 
consenso con los expertos consultados, se decidió que para el presente estudio se 





3.3 Fisiología reproductiva en peces de agua dulce 
 
3.3.1 Activación del espermatozoide  Los espermatozoides de peces teleósteos 
carecen de acrosoma (Amanze y Iyengar, 1990) por lo tanto deben penetrar 
rápidamente a la ova por la abertura micropilar antes de que esta se cierre por la 
hidratación del corion, para lo cual se deben activar durante unos pocos segundos 
y presentar movilidad y desplazamiento progresivo (Tabares y colaboradores, 
2005). 
 
Tabares y colaboradores (2005) afirman que los espermatozoides de los peces 
son inmóviles en el testículo y en el fluido testicular  y deben activarse para lograr 
la movilidad. La activación depende principalmente de la presión osmótica, los 
iones y el pH que presente el medio acusoso en el cual sean liberados los 
espermatozoides (Ohta y colaboradores, 2001; Hamamah y Gatti, 1998). La 
activación de los espermatozoides de peces es de dependencia multifactorial. 
Dada la eventual diferencia entre la baja osmolaridad del agua con respecto al 
plasma seminal, ocurre un choque hiposmótico que desencadena la activación, 
induciendo movilidad flagelar en los espermatozoides, incremento del pH 
intracelular (Márián y colaboradores, 1997) e hiperpolarización de la membrana. 
 
3.3.2 Ingreso del esperma al oocito  Algunas de las características que se 
observan al final de la maduración del oocito, son la migración de la vesícula 
germinal (núcleo) hasta el micrópilo donde se rompe y ocurre la fusión del material 
genético en la fertilización, la acumulación de material basófilo alrededor del 
micrópilo y la diferenciación de tres capas de la zona pelúcida; una externa que es 
gruesa, una intermedia y una interna que es delgada (Rizzo y colaboradores, 
1998). 
 
Conforme se da la incorporación física del espermatozoide activo en el citoplasma 
del huevo, se desarrolla la activación del huevo y la reacción cortical. A diferencia 
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de los mamíferos, el espermatozoide no es incorporado tangencialmente sino de 
manera perpendicular (Schatten, 1999). 
 
Amanze e Iyengar (1990) suponen que el punto especializado de la entrada del 
esperma es una característica primitiva conservada, que además de admitir el 
esperma fertilizante y prevenir la poliespermia, también contribuye a algunas 
decisiones morfogenéticas principales tales con la determinación del polo animal y 
la formación del eje en el desarrollo respectivamente. Existe una correlación entre 
el punto de entrada del esperma y la formación del blastodisco en huevos intactos. 
 
En huevos de medaka (Oryzias latipes) las glicoproteínas coriónicas en el área de 
moco ampliamente diluida, sobre la superficie del corion que tiene una alta 
afinidad por el espermatozoide, juega un papel clave en guiar al esperma dentro 
del micrópilo (Iwamatsu y colaboradores, 1997). Estudios realizados en esta 
misma especie revelaron que en el primer paso de la penetración, el 
espermatozoide alcanza la superficie vitelina y el espermatozoide es incluido 
entero en el cono de fertilización de la superficie vitelina por las salientes 
ooplásmicas. En el segundo paso, la membrana plasmática del huevo se fusiona 
con varias regiones de la membrana plasmática del espermatozoide encerrado; el 
flagelo también es incorporado dentro del ooplasma. La desaparición inicial de la 
envoltura nuclear del esperma con la vesiculación en la región apical de la cabeza 
es seguida por la  dispersión de la cromatina del esperma. La envoltura nuclear es 
reformada por la fusión o elongación de vesículas a lo largo del margen de la 
cromatina nuclear dispersa. El pronúcleo maduro del macho tiene un gran nucléolo 
dentro de una envoltura arrugada (Iwamatsu y Ohta, 1978).  
 
3.3.3 Activación del oocito  Los oocitos y los huevos son metabólicamente 
quiescentes y la unión y fusión huevo-espermatozoide inician una cascada de 
eventos que lo vuelven activo. Es claro que en todos los sistemas de fertilización 
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hay una elevación en la concentración de calcio intracelular, y que este es el 
mensajero central que comunica la señal de activación (Schatten, 1999). 
 
Existen modelos en los cuales el espermatozoide activa la cascada de proteína G 
o activa la vía de la tirosina quinasa que conlleva a la activación de la fosfolipasa 
C que induce la hidrólisis del fosfatidil inositol difosfato (PIP2) con generación de 
diacil glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), el cual moviliza el calcio interno. Por 
su parte el DAG activa la proteina quinasa C, lo que lleva a la apertura de un canal 
dependiente voltaje en la membrana plasmática y permite el ingreso de altas 
cantidades de Ca2+ (Olivera y colaboradores, 2006). En muchos huevos el calcio 
es internamente secuestrado, mientras que en otros, la apertura de canales de 
calcio en la membrana plasmática conlleva al influjo de calcio externo (Schatten, 
1999). El inicio de las ondas de Ca2+  induce la activación del oocito que termina 
con la formación de los pronúcleos (Olivera y colaboradores, 2006). 
 
Cuando los huevos de los peces son liberados y activados en el medio externo (ya 
sea por el cambio en la composición externa del medio o por el espermatozoide), 
se separa la membrana vitelina de la membrana plasmática y se forma el corion. 
Entre estas dos membranas aparece el espacio perivitelino rico en coloides y 
enzimas liberadas del alvéolo cortical y el agua tomada del medio (Coward y 
colaboradores, 2002). El corion es permeable al agua y a pequeñas moléculas 
mientras que la membrana plasmática tras la activación disminuye mucho su 
permeabilidad, situación influenciada por la composición del medio externo donde 
se hace el desove (Adams y colaboradores, 2005). 
 
Después de la fertilización se observan unos cambios físicos en el huevo: durante 
la reacción cortical hay liberación de glucoconjugados desde las vesículas, hay 
formación del espacio perivitelino (debido a la hidratación), aumento en el 
diámetro del oocito, disminución en el grosor de la zona pelúcida y se endurece el 




3.3.4 Syngamia y desarrollo hasta larva  Tanto el oocito como el 
espermatozoide, hasta el momento de la fertilización tienen una cromatina muy 
compactada; tales genomas parentales se remodelan sufriendo descondensación 
y se fusionan. Posterior a la fusión de los pronúcleos, el centrosoma del 
espermatozoide se une a tubulinas y a proteínas del aparato mitótico y empuja el 
núcleo hasta el centro del huevo. Posterior a la migración y unión de los 
pronúcleos, el centrosoma se duplica y se separa en dos polos para la primera 
división mitótica. El ADN sufre división durante la interfase y se desencadenan una 
serie de eventos para el desarrollo (Schatten, 1999). 
 
Se han realizado inducciones hormonales exitosas y estudios de desarrollo 
embrionario en diferentes especies del genero Rhamdia. Luchini y Cruz (1981) en 
Rhamdia sapo encontraron que a una temperatura del agua de 25ºC la eclosión se 
da entre 30 y 60 horas posfertilización, siendo las 36h el tiempo donde se presentó 
el mayor porcentaje de aparición de larvas cuya longitud aproximada fue de 
3.7mm, con una pigmentación mas fuerte en la vesícula vitelina que 
posteriormente se extendió hacia la parte caudal. En esta etapa hay desarrollo 
marcado de tubo digestivo completo, la notocorda y los miomeros. A las 48 horas 
posteriores a la eclosión hay esbozos de barbas sensitivas y formación de aletas 
primordiales, hay disminución de la altura de la parte anterior del animal y se 
observa la entrada de la boca no funcional y una reducción en la vesícula vitelina. 
Las hendiduras branquiales, el corazón, el aparato bucal, aletas y las barbas 
sensitivas se encuentran bien constituidas, el intestino ya esta replegado sobre si 
mismo a las 72 horas de eclosión.  
 
Los huevos de Rhamdia quelen han sido descritos como amarillos, redondos, no 
adhesivos y presentan una cubierta gelatinosa en el polo animal y en el vegetal 
(Rizzo y colaboradores, 2002), además son de incubación en fondo. Se han 
realizado estudios en los que se concluyó que la tasa de eclosión incrementó 
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cuando la dureza del agua alcanzó 70mg-L y que no es recomendable que el agua 
donde se incuban huevos de Rhamdia quelen supere los 20mg-l de calcio 
independiente de la dureza del agua ya que hay disminución de la sobrevivencia 
poseclosión (Silva y colaboradores, 2003). 
 
Pereira y colaboradores (2006); encontraron que la primera línea de segmentación 
en el huevo de Rhamdia quelen  aparece 1 hora 15 minutos posterior a la 
fertilización. La eclosión ocurre a las 30 horas 30 minutos e inicia la pigmentación 
del ojo y del vitelo; se observa a las 54 horas 50 minutos boca abierta, un par de 
barbillas, circulación sanguínea visible y reducción volumétrica del vitelo que 
presenta alta pigmentación. El inicio de la pigmentación de la región anterior y los 
tres pares de barbillas están presentes a las 81 horas 50 minutos; la pigmentación 
en el cuerpo completo se observa a las 104 horas 25 minutos y el animal muestra 
una anatomía similar a la de un pez adulto y ha reabsorbido su saco vitelino a las 
104 horas 25 minutos a una temperatura de 24±1ºC.  
 
En un estudio de desarrollo embrionario de Rhamdia quelen bajo condiciones de 
laboratorio (Montoya y colaboradores, 2008 sin publicar), realizado en la 
Universidad de Antioquia con una temperatura de incubación de 25.2 ºC, se 
encontró que el primer clivaje y la formación de las dos blastómeras ocurre a los 
50 minutos posfertilización; de manera que el planteamiento experimental 
garantiza que el choque térmico a realizar es meiótico o temprano considerándose 
la posibilidad de obtener triploides. El segundo clivaje se presenta 10 minutos más 
tarde; las 64 celulas estan presentes pasadas 2 horas despues de la fertilizacion, 
la formación de blástula con anillo germinal se da a las 6 horas, mientras que la 
gastrulación con el 90-100% de epibolia aparece a las 8 horas; la segmentación 
ocurre en el tiempo comprendido entre las 8 y 16 horas posfertilización y 
finalmente hay eclosión a las 17 horas y 30 minutos, bajo las condiciones 






El mecanismo de reproducción en la mayoría de organismos superiores es sexual, 
y está mediada por células gaméticas haploides las cuales son originadas por un 
tipo de división celular denominada meiosis, y que se fusionan para formar un 
cigoto diploide, genéticamente diferente a sus dos progenitores (Avers, 1991; 
Karp, 1998). 
 
El proceso de meiosis se inicia con una duplicación del material genético seguido 
de dos divisiones celulares sucesivas, las cuales se componen de varias etapas. 
La profase I, que es alargada comparada con la misma fase en mitosis, se ha 
dividido en: leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis; cuyos eventos 
principales se resumen en compactación del material genético, sinapsis de 
cromosomas homólogos y proceso de recombinación genética (Karp, 1998).  
 
En la metafase I, en ausencia de membrana nuclear las tétradas se localizan en el 
plano ecuatorial, con el centromero activo, por medio del cual son dirigidas en 
diadas  por las fibras del huso hacia polos opuestos en la anafase I y en la telofase 
I se da lugar a la intercinesis, en este momento las células se conocen como 
espermatocitos secundarios u oocitos secundarios y se caracterizan por presentar 
un número haploide de cromosomas pero una cantidad diploide de ADN nuclear, 
puesto que cada cromosoma esta representado por un par de cromátidas unidas 
(Cooper, 2002; Karp, 1998). 
 
La intercinesis va seguida por la profase II, donde los cromosomas se condensan 
nuevamente y se alinean para la metafase II, en la cual los cinetocoros de las 
cromátidas hermanas se enfrentan a polos opuestos y se fijan a las fibras del uso; 
en esta etapa los oocitos detienen su avance en la meiosis y esperan la 
fertilización, solo si el huevo es fertilizado será estimulado para concluir la 
segunda división meiotica; pudiéndose presentar la anafase II en la cual las 
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cromátidas hermanas se desplazan hacia los polos opuestos de la célula. 
Finalmente ocurre la telofase II en la cual los cromosomas quedan encerrados en 
una envoltura nuclear. Los productos de la meiosis son células haploides, tanto en 
el número de cromosomas  como en el contenido de ADN (Avers, 1991; Karp, 
1998). 
 
La formación de los microtúbulos que intervienen en la división celular esta 
relacionada con la polimerización de GTP con α y β-tubulinas. La unión de  β-
tubulinas  con GTP ocasiona la hidrólisis de este ultimo a GDP, causando perdida 
de la afinidad entre la tubulina y las moléculas adyacentes, observándose una 
despolimerización y acortamiento del polímero, lo que se describe como 
inestabilidad dinámica, dando lugar a la renovación continua y rápida de 
microtúbulos (Cooper, 2002). Los  tratamientos con detergentes, solventes 
orgánicos, radiaciones, choques de calor y frío, presión hidrostática, concentración 
elevada de Ca2+, compuestos como la úrea y el cloruro de guanidina , entre otros, 
destruyen los microtúbulos causando su despolimerización. Esta facilidad para 
despolimerizarse revela el potencial de los microtúbulos del citoesqueleto de una 
célula viviente para sufrir cambios dinámicos en su estado de organización 
estructural sin que se presenten daños al resto de estructuras celulares (Avers, 
1991; Karp, 1998). 
 
3.5 Poliploidías  
 
Las técnicas de control sexual en peces, a través de la manipulación de los 
conjuntos  cromosómicos son viables debido a la facilidad con que los gametos 
pueden ser manejados y fertilizados artificialmente (Thorgaard, 1983). En este 
aspecto, los peces, permiten  ciertas manipulaciones que son impracticables en 
los animales domésticos. Algunas de estas facilidades son la fecundación externa, 
alta fecundidad, control en la diferenciación sexual y un intervalo generacional 




La poliploidía es una variación cuantitativa del conjunto de cromosomas, donde 
hay un aumento en el número de juegos de los mismos (Diaz y Neira, 2005). En 
peces para obtener individuos poliploides, se hace necesario usar métodos físicos 
o químicos que eviten que se complete la segunda división meiótica, de manera 
que se evite la expulsión del segundo cuerpo polar o que induzcan la supresión 
del primer clivaje, inhibiendo la primera mitosis (Carrillo, 2001). 
 
Los métodos experimentales que se utilizan para la obtención de poliploides son 
físicos, químicos y genéticos. Los métodos físicos más usados son los choques 
térmicos de calor o frío (Carrillo, 2001; Diaz y Neira, 2005), donde se deben 
determinar unas variables experimentales que son especie específicas como 
tiempo pos fertilización, temperatura y duración del choque (Carrillo, 2001). Las 
temperaturas eficaces oscilan 5ºC por encima o por debajo de la temperatura de 
incubación normal (Carrillo, 2001), próximo al límite de temperatura letal (Toledo y 
colaboradores, 1996). Para llevar a cabo este método se deben sumergir los 
huevos recién fecundados en agua a la temperatura determinada y una vez pase 
el tiempo establecido se sacan y se llevan a la temperatura de incubación normal 
(Celis y Martinez, 1993). Los choques de presión hidrostática son realizados 
sometiendo los huevos recién fecundados a 6000-7000 libras/ pulgada2 en unos 
pocos segundos con una prensa hidráulica, seguida de una descompresión 
inmediata; es un método físico costoso, requiere de equipos especializados y el 
número de huevos que se trata por ciclo es bajo (Carrillo, 2001). 
 
Con respecto a los métodos químicos, se utilizan por lo general sustancias que 
impiden la formación de microfilamentos de la célula (Carrillo, 2001) como por 
ejemplo citocalastina B, colchicina y 6-metilaminopurina. Los métodos genéticos 
consisten básicamente en el cruzamiento (Diaz y Neira, 2005); para obtener 





La producción de organismos triploides trae múltiples ventajas para especies de 
cultivo de interés económico, entre ellas se destacan un aumento en la eficiencia 
de producción de carne dado que no se alcanza la madurez sexual (Carrillo, 2001; 
Diaz y Neira, 2005), se controla la superpoblación, aumenta la tasa de 
heterogozidad y estabilidad en el desarrollo (Carrillo, 2001), dada la condición de 
esterilidad, se pueden retrasar las cosechas, logrando peces de mayor peso y 
edad (Diaz y Neira, 2005), adicionalmente pueden servir para programas de 
repoblamiento sin que exista competencia reproductiva con las especies nativas 
(Carrillo, 2001). Sin embargo, Felip y colaboradores (1997) reportaron que hay 
machos triploides que pueden tener un desarrollo parcial de la gónada con 
producción de esperma; por lo tanto recomiendan que los individuos destinados a 
ser triploides sean hembras y así este problema no se presentaría.  
 
El uso de la biotecnología para la obtención de individuos triploides se ha 
implementado desde 1943 y abarca diversas familias entre las que se encuentran 
Salmonidae, Characidae, CyprinidaeCentrarchidae, Ciclilidae, Pleuronectidae 
(Hulata, 2001). 
 
En Rhamdia quelen se han reportado dos estudios donde se evaluaron protocolos 
de choque térmico para la obtención de triploides. Vozzi y colaboradores (2003) 
probaron un choque caliente (36ºC) y evaluaron la duración del choque (5 y 10 
minutos) y el momento posfertilización para realizar el mismo (1, 5, 10, 15, 20, 25 
minutos). Encontraron que el mayor porcentaje de peces triploides (74.8%) y la 
mayor tasa de sobrevivencia (33.40%) se obtuvo con un choque de 36ºC durante 
5 minutos, realizado 5 minutos posfertilización. Con el choque frío se ha reportado 
que es exitoso realizar el procedimiento a 4ºC durante 20 minutos, 3 minutos 
posfertilización ya que se obtienen sobrevivencias del 65.4% y una eficiencia de 
triploidización del 97.9%; en este mismo estudio encontraron que realizando el 
choque a 7ºC y las mismas variables mencionadas arriba, no hubo diferencia 
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estadísticamente significativa en el % de triploides obtenidos pero si se disminuyó 
significativamente la sobrevivencia (52.6%) (Soller y colaboradores, 2007). 
 
Se ha encontrado que para obtener 100% de triploidía en Rhamdia quelen es 
necesario hacer choque de presión de 3.4473950x107 Pa durante 5 minutos, de 2-
5 minutos y si el choque es hecho 2 minutos posfertilización se obtiene una 
producción larval al final del período de alimentación endógena de 29.1%; 
mientras que si el choque es a los 5 minutos posfertilización la producción es de 
20.5% (Huergo y Zaniboni, 2006). 
 
Vázquez y colaboradores (2002) evaluaron en el rodaballo (Scophthalmus 
maximus) las tasa de crecimiento comparativamente entre diploides y triploides 
que fueron obtenidos previamente por choque térmico frío e identificados por 
citometría de flujo y encontraron que el crecimiento es menor en los triploides 
valorados en experimentos diferentes que comprendían períodos entre los 6 y 25 
meses y entre los 9 y 39 meses de edad; pero ese hallazgo no resta importancia a 
los individuos triploides con fines comerciales o para repoblamiento.  
 
En un estudio donde se determinó la sobrevivencia, crecimiento y desarrollo 
gonadal en triploides de rodaballo se encontró que la sobrevivencia entre diploides 
y triploides no difiere estadísticamente en el período de 6 a 24 meses de edad (87 
v.s 94%) y no se registraron mortalidades en triploides después de que estos 
alcanzaran la madurez sexual. En el estado de juveniles, la longitud y el peso 
fueron similares en diploides que en triploides, con una tendencia mayor en los 
últimos; sin embargo existieron diferencias significativas en el periodo 
comprendido entre los 16 y los 18 meses de edad. El peso y la longitud de los 
triploides fue mayor después de los 24 meses pero difirió significativamente con 
los diploides después de dos ciclos reproductivos (Cal y colaboradores, 2006). Se 
ha reportado también en Scophthalmus maximus que hasta los 16 días 
33 
 
poseclosión no hay diferencias significativas en el crecimiento en los 2 estados de 
ploidía (Piferrer y colaboradores, 2003). 
 
3.6 Regiones organizadoras de nucléolo 
 
El número cromosomas de Rhamdia quelen es de n=58, de los cuales 36 son 
metacéntricos, 16 submetacéntricos y 6 subtelocéntricos (Moraes y colaboradores, 
2007). El número de RONes varía entre 4 y10  (Babu y Verma, 1995).  En un 
estudio realizado por Moraes y colaboradores (2007), las RONes se encuentran 
ubicadas en la región terminal de brazo corto del par cromosómico 
submetacéntrico número 20, lo que coincide con lo reportado por Fenochio y 
colaboradores (2003) y Stivari and Martins-Santos y colaboradores (2004) y 
raramente son observadas en cromosomas acrocéntricos (Fenochio y 
colaboradores, 2003). Solamente los RONes asociados con heterocromatina son 
ricos en bases GC (Fenochio y colaboradores, 2000). La variación de la 
orientación de las RONes es también un indicio del arreglo cromosomal (Moraes y 
colaboradores, 2007).  La heterocromatina está localizada en la región 
pericentromerica de todos los cromosomas.  
 
Las variaciones en el patrón de la actividad transcripcional de las Regiones 
Organizadores de Nucléolos expresadas en diferencias de tamaño o número, 
puede resultar de la disminución o ausencia de ADNr o posiblemente por un 
proceso de la regulación del gen (Ruiz, 1980; Schmid, 1982, Cermeño y 
colaboradores, 1984), lo cual es apoyado por Ghosh (1976), quién asevera que las 
RONes del ADN rara vez se transcriben completamente. Las variaciones de 
RONes pueden incrementarse por recombinación homóloga desigual dentro del 




El nivel de las proteínas Ag-NOR en el nucléolo está correlacionado con la 
velocidad de biosíntesis en el ribosoma y/o la proliferación celular que refleja el 
grado de actividad nucleolar (Busch y colaboradores, 1982). 
 
La porción N-terminal de C23 tiene un dominio vinculante a la plata, esto sugiere 
que dominios ricos en glutamato de la C23 son los responsables de su tinción con 
plata (Roussel y colaboradores, 1992); sin embargo, estudios como los de Valdez 
y colaboradores (1995) sugieren que no todos los dominios ácidos de proteínas 
tales como la B23 son responsables de su tinción con plata.  
 
La tinción diferencial ha sido generalmente atribuída a la afinidad de la plata por 
las proteínas ácidas del compejo RNP alrededor de la actividad de las RONes 
(Schwarzacher y colaboradores, 1978; Lischwe y colaboradores, 1978; 1981; 
Mamrack y colaboradores, 1979).  Ha sido también relacionado con la reducción 
de los grupos sulfidrilos de las proteínas no histonas (Buys and Osinga, 1980). 
 
Desde un punto de vista funcional los extendidos de r-cromatina de las RONes 
interfásicas no son homogéneas, desde que la transcripción toma lugar 
únicamente en el componente fibrilar denso y no en el centro fibrilar (Goessens, 
1984). La naturaleza del extendido de la cromatina transcripcional inactiva 
presente en los centros fibrilares no ha sido aún clarificada. La  dimensión de los 
centros fibrilares es altamente variable, dependiendo del estado funcional de la 
célula.  Muchos estudios emplean nucléolos de neuronas simpáticas de rata, para 
demostrar que los centros fibrilares son inversamente propocionales al grado de 
actividad funcional (Altman y Leblond, 1982). Esto podría sugerir que los centros 
fibrilares, actúan como una reserva de los genes ribosomales, porque en su 
configuración totalmente extendida puede ser fácilmente obtenido  de acuerdo a 
un incremento en los requerimientos en la síntesis del ARNr.
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El trabajo de laboratorio se realizó en los Laboratorios: Syngamia y de Larvicultura 
de peces y producción de alimento vivo (Larpeali) de la Facultad de Ciencias 
Agrarias de la Universidad de Antioquia (Medellín). Zona de vida bosque húmedo 
premontano (bh-PM); temperatura (21º C), precipitación 2000 mm/año, altitud 




Para el montaje de cada experimento se utilizaron dos hembras de 0.1219  y de 
0.1776 kilogramos y tres machos de 0.977, 0.81 y 0.1099 kilogramos; sexualmente 
maduros, seleccionados teniendo en cuenta el abultamiento del abdomen en 
ambos sexos, el enrojecimiento de la papila urogenital en la hembra y la expulsión 
de semen en respuesta al masaje abdominal cráneo-caudal en machos y según 
las características descritas por Varela y colaboradores. (1982). Los animales 
fueron obtenidos de los ejemplares en cautiverio de la Estación Piscícola de San 
José del Nus de la Universidad de Antioquia (6˚ 29’14” N y 76˚ 1’ 21” O), ubicada 
en el municipio de San Roque (Antioquia); cuya  temperatura promedio del 
ambiente es de 35–37°C, la humedad relativa del 75%, la precipitación media 
anual de 2200 mm. Según las categorías propuestas por Holdridge (1978) el lugar 
corresponde a bosque húmedo tropical (bh-T).  La estación piscícola se abastece 
de aguas de la quebrada la Vega (cuenca del río Magdalena) la temperatura 
promedio del agua es de 24ºC.  
 
Los animales fueron transportados en bolsas plásticas hasta el laboratorio 
Larpeali, se ubicaron en acuarios de 80 cm x 35 cm x 50 cm, con un volumen de 
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52 litros de agua previamente declorada, filtrada y aireada permanentemente.  El 
lavado de los acuarios y el recambio de agua del 100% se hizo dos veces por 
semana. Los acuarios se recubrieron con plástico negro y se taparon para simular 
condiciones de iluminación del ambiente natural.  Los animales fueron mantenidos 
en grupos de tres independientemente del sexo y se alimentaron una vez por día 
con Truchas (Solla®) 50% PB y extruida.  
 
Luego de instalados los animales en el laboratorio, permanecieron en un período 
de adaptación a estas condiciones comprendido entre 15 y 20 días, se 
supervisaron diariamente y cuando se observó consumo de alimento, tranquilidad 
y quietud de los animales en horas diurnas, ausencia de patologías en piel y 
respuesta a masaje abdominal con salida de semen y líquido amniótico en machos 
y hembras respectivamente, se determinó el momento apto para el inicio del 
experimento. 
 
Previamente a la manipulación de los animales para la extrusión manual se 
anestesiaron con Quinaldine® 200 µl / 3 litros de agua. 
 
4.3 Protocolo de inducción  
 
Los reproductores fueron pesados en balanza de tres brazos marca Ohaus, e 
inducidos con extracto de hipófisis de carpa (EHC, Stoller Fisheries, USA), 
utilizando en las hembras dos dosis de inducción correspondientes a 0.5 y 5.0 
mg/kg PV, protocolo modificado al propuesto por (Woynarovich y Horvath, 1983) 
vía intramuscular con intervalo de 12 horas entre la primera y la segunda dosis.  
  
Los machos fueron inducidos con una dosis única, la cual se aplicó 
simultáneamente con la segunda dosis de la hembra.  La hormona utilizada en el 
experimento fue vehiculizada en solución salina sódica (0.9%) Corpaul®.  Se 
realizó seguimiento de temperatura para determinar los horas-grado desde el 
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momento de la última dosis, hasta cuando se observó por medio de masaje 
abdominal que tanto hembras como machos estaban aptos para la extrusión 
manual asistida. 
 
Previamente a la manipulación de los animales para la extrusión manual se 
anestesiaron con Quinaldine® 200 µl / 3 litros de agua. 
 
Se hizo un “pool” con las ovas obtenidas de dos hembras, las cuales fueron 
recogidas en un recipiente plástico seco y se fertilizaron con un “pool” de semen 
de tres machos. Previo a la mezcla del mismo con las ovas, se obtuvo una 
muestra de 0.5 ml para su posterior evaluación; de igual manera para las ovas se 
tomaron cuatro muestras de un mililitro para determinar la cantidad de las mismas 
por volumetría, inmediatamente después que se realizara la hidratación con agua 
declorada a 25ºC de temperatura. Para garantizar que el semen cubriera todas las 
ovas, se mezclaron suavemente con un trozo de velo. Se procedió posteriormente 
a distribuir las ovas en los tratamientos y respectivas réplicas. Se cronometró el 
tiempo desde el momento de la hidratación hasta el momento de la realización de 
los choques térmicos.  
 
El “pool” de semen a evaluar fue recolectado en una jeringa de insulina  de 1 ml 
forrada en papel aluminio y se mantuvo a 24ºC; la evaluación se realizó antes de 
transcurrida una hora. Se hizo determinación por triplicado de la movilidad masal 
calificada en porcentaje (0-100%) y del tiempo de activación en segundos, 
utilizando microscopio invertido de contraste de fase (20X).  
 
Para evaluar la movilidad se situó bajo el microscopio 1.0 µl de semen sin diluir y 
se observó el movimiento conjunto de células.  Para el tiempo de activación se 
hizo una dilución  de 2 µl de semen en 200 µl de solución de citrato de sodio al 
2.9% y se tomó 1.0 µl  (Araújo y colaboradores, 2003) el cual se activó con 10 µl 
de una solución de bicarbonato al 1%. A partir de este momento se cronometró el 
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tiempo transcurrido hasta que aproximadamente el 5% de los espermatozoides de 
la muestra observada presentara movilidad. Se utilizó una cámara hematimétrica 
de neubauer para determinar la concentración seminal y una dilución de 1:4000 
con agua destilada.  Se cargó cada pozo de la cámara con 10 µl, se dejó reposar 
durante un minuto y se procedió a la observación en 40X. Luego de contados los 
espermatozoides, se calculó el número de células espermáticas por microlitro 
basado en la fórmula reportada por (Cruz y colaboradores, 2005). 
    
La fórmula utilizada fue CE= n / (A x P x D) donde, CE es el número de 
espermatozoides / µl; n el número promedio de espermatozoides contados en los 
cinco subcuadros de las dos cuadrículas; A el área de la cámara de neubauer 
contada; P la profundidad de la cámara y D la dilución del semen. 
 
No se determinó el estado de madurez sexual de la hembra por el método directo 
de canulación debido al alto grado de estrés y traumatismo para el animal. Se 
realizó una evaluación subjetiva de los huevos luego de la extrusión y se 
calificaron como aptos si presentaban coloración amarillo opaco homogénea y 
morfología uniforme.  
 
Previa a la reproducción de la cual se publican los resultados,  se realizaron 10 
reproducciones anteriores con el propósito de estandarizar los diferentes 
protocolos para cada objetivo para condiciones de laboratorio (duración: 14 
meses). 
 
4.4 Metodología Objetivo 1 
 
4.4.1 Protocolo de choque térmico  Una vez se mezclaron las ovas con el 
semen de manera homogénea, se procedió a hidratarlos con agua declorada a 
25ºC, con agitación suave hasta que se observó que en un gran porcentaje de los 
huevos no se presentaban aglutinación. Posteriormente, con jeringas de insulina 
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se depositaron 2 ml  de huevos en incubadoras de PVC de una pulgada de 
diámetro y 5 cm de profundidad, cuyos extremos se cubrieron con velos fijados por 
uniones de PVC. Cada incubadora cargada se distribuyó en los tratamientos. 
 
Los tratamientos evaluados fueron tres temperaturas 34, 36 y 38ºC, cada una 
sometida a dos tiempos de choque térmico 2 y 5 minutos; para lo cual todas las 
incubadoras fueron sumergidas simultáneamente en baños termostáticos marca 
Memmert durante tiempos y temperaturas respectivas. Adicionalmente se tuvo un 
tratamiento control con 0 minutos de choque térmico, que sirvió de testigo para 
todas las temperaturas. Cada tratamiento incluyendo el control tuvo cuatro réplicas 
excepto los de 38ºC que se hicieron por duplicado teniendo en cuenta que en los 
experimentos previos se determinó que esta temperatura presentaba problemas 
de sobrevivencia.  
 
Una vez finalizado el choque térmico respectivo para cada tratamiento y réplica, 
las incubadoras de PVC fueron distribuidas de manera aleatoria en incubadoras 
en acrílico con cuatro divisiones tipo californiana, las cuales se encontraban con 
agua a 25ºC, igual a la temperatura del testigo. Las ovas se depositaron allí y se 
mantuvieron hasta el momento de la eclosión. A partir de este momento y durante 
cada hora hasta que finalizara la eclosión se tomaron datos de temperatura para 
determinar los horas–grado necesarios para que se presentara el fenómeno bajo 
estas condiciones. Adicionalmente durante el tiempo de la incubación se tomaron 
mediciones de concentración de oxígeno con el oxímetro marca Orion 3 Star DO 
Portable y de pH con un pHmetro marca WTW. 
 
Previo a los protocolos empleados para el choque térmico definitivo, se realizaron 
ocho estandarizaciones de temperaturas y tiempos de acuerdo a lo reportado por 




4.4.2 Determinación del porcentaje de eclosión y sobrevivencia  En el 
momento en que finalizó la eclosión se procedió a contar el número de larvas 
vivas, eclosionadas muertas y huevos muertos con la ayuda de pipetas pasteur 
plásticas. Las larvas vivas fueron separadas por tratamientos en frascos de vidrio 
con 2 litros de agua previamente declorada, a una temperatura de 25ºC. 
 
Para determinar el porcentaje de eclosión se utilizó la fórmula: 
 
% Eclosión = (∑larvas vivas y muertas/∑ larvas vivas, muertas y huevos) x 100 
 
El porcentaje de sobrevivencia se determinó con la fórmula: 
 
% sobrervivencia de larvas con vitelo = (∑larvas vivas / ∑larvas totales) x 100 
 
4.4.3 Determinación del porcentaje de triploidía  Para evaluar el porcentaje de 
ploidía, nueve días posterior a la eclosión (saco vitelino reabsorbido) se tomaron al 
azar de cada réplica de cada tratamiento y control 20 larvas o el número de 
sobrevivientes, tal como en el testigo 4 que se tomaron 4 individuos, 18 para el 34-
5-2, 13 para el 36-2-2, 2 para el 36-5-1, 19 para el 38-2-1 y 1 para el 38-5-2, dado 
que la sobrevivencia en esas réplicas fue mucho menores en ese momento. Las 
larvas se anestesiaron con Quinaldine® en una proporción de 50 µl / 0.25 litros de 
agua y fueron colocadas en platos de petri plásticos, donde fue retirado el exceso 
de líquido.    
 
Para la obtención de suspensiones celulares se modificó la técnica reportada por 
Vozzi y colaboradores (2003).  Se utilizaron platos de ELISA de 96 pozos con 
fondo redondo los cuales fueron marcados con el número del tratamiento, la 
réplica y el individuo. Se depositó una larva por pozo y a cada uno se le 
adicionaron 200 µl de una solución de citrato de sodio al 0.7% durante 10 minutos 
contabilizados con cronómetro. Pasado el tiempo mencionado se retiró la solución 
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y se procedió a agregar del mismo modo en cada pozo 200 µl de fijador carnoy en 
frío en una proporción 3:1 (tres partes de metanol y una parte de ácido acético, 
preparado minutos antes de su utilización y mantenido a 4ºC.  
 
Los platos fueron llevados al refrigerador (4ºC) y se les hizo un recambio al 
transcurrir una hora y otro a la hora y media, manteniendo en cada recambio la 
cantidad inicial. Pasadas dos horas, se retiró el carnoy y a temperatura ambiente 
se agregaron 200 µl de solución de ácido acético al 50% y se dejó por 3 minutos. 
Posteriormente de cada pozo se hizo goteo con pipeta pasteur plástica en placas 
portaobjetos incluyendo los restos del cuerpo de los animales y con una aguja 
calibre 21G se hizo macerado de los mismos. Las placas fueron llevadas a una 
plancha metálica calentadora cuya temperatura promedio alcanzó los 60ºC y se 
mantuvieron allí hasta secarse. Previo a la utilización de los portaobjetos, estos 
fueron puestos en agua en ebullición durante 15 minutos, luego se secaron, y se 
limpiaron con alcohol antiséptico y papel de arroz, para garantizar la limpieza de 
los mismos.  
 
Para facilitar la observación de núcleos interfásicos cada placa fue teñida con 
Giemsa® al 5% preparada en fresco durante 10 minutos; de igual manera, las 
placas se dispusieron en la plancha calentadora para facilitar su secado. 
 
Para la tinción con nitrato de plata de las regiones organizadoras de nucléolo 
(RON), en cada lámina se agregaron 3 gotas de la solución A (Nitrato de plata al 
50%) y una gota de la solución B (50 ml de glicerol, 50 ml de agua destilada, 2 g 
de gelatina y 1ml de ácido fórmico) ambas soluciones preparadas en fresco y 
protegidas de la luz. Se esparció la mezcla de las soluciones de manera 
homogénea por toda la placa y fueron incubadas en baño termostático a 
temperatura promedio de 38ºC durante 10 minutos, sin contacto directo de las 
placas con el agua del mismo; protocolo descrito por Tsukamoto (1988). La 
observación de los núcleos interfásicos con la expresión de las regiones 
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organizadoras de nucléolo, se realizó en un microscopio óptico marca Leica (40X - 
100X). Se contabilizó un número mínimo de 50 núcleos por placa y se determinó 
en cada núcleo observado el número de regiones organizadoras de nucléolo 
expresadas en el momento. Un individuo se consideró triploide si presentaba al 
menos un núcleo con 3 RONes. 
 
Para los porcentajes de triploidía se realizaron diferentes protocolos hasta obtener 
suspensiones celulares y tinción apropiada, lo cual se realizó en las larvas de los 
choques térmicos que tuvieron sobrevivivencia (Duración 12 meses).  
 
4.5 Metodología objetivo 2 
 
4.5.1 Desarrollo larvario  Previamente al análisis de triploidía, luego de 
anestesiar los individuos, el día 9 posteclosión, al mismo número de larvas/réplica 
se les evaluó desarrollo larvario. Para la evaluación se dispusieron los animales en 
cajas de petri y se les retiró el exceso de agua. Se registraron fotografías en 
aumentos de 1.2X, bajo las mismas condiciones de iluminación en un 
estereoscopio Nikon SMZ800 adaptado a un analizador de imágenes MOTIC 2300 
3.0M pixel. A cada larva se le asignó una numeración que fue conservada hasta 
que se identificó el grado de ploidía para determinar si existía diferencia 
significativa en algunos parámetros de desarrollo larvario entre individuos diploides 
y triploides.  
 
Con el analizador de imágenes fue posible medir la longitud total de la larva (LTL) 
(mm), la altura (AL) (mm), el diámetro del ojo derecho (DOD) (mm) y la presencia 
o no de deformidades. El tipo de deformidad fue establecido en cada individuo 
basado en reportes de la literatura existente (Bonnet y colaboradores, 2007). Para 
determinar la pigmentación (PIGME), se usó el programa Corel PHOTO-PAINT 
X3.  Mediante el uso de la herramienta extraer, la silueta completa de la larva pasó 
a ser una foto completa la cual se analizó con la herramienta histograma que 
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diagnosticó los valores tonales y de luminosidad de la imagen expresados en un 
rango entre 0 (negro) y 255 (blanco), indicando que tan pigmentada estaba cada 
larva; siendo las mas pigmentadas las que presentaron valores cercanos a cero. 
 
El día 2 posteclosión, cuando aún había presencia de saco vitelino, del mismo 
modo que se procedió para el día 9, se registraron fotografías en 1X de las larvas 
pero adicionalmente se incluyó la medición de las variables ángulo de orientación 
(AGSV) (º), longitud (LSV) (mm) y altura del saco vitelino (ASV) (mm). Para 
establecer si los individuos de un tratamiento eran triploides se hizo una inferencia 
basados en que mínimo un 70% de los animales  analizados el día 9 también lo 
eran. 
 
Desde el día 3 hasta el día 9, se suministró a los individuos de cada réplica se les 
suministraron 48-50 mg/día del nemátodo Panagrellus redivivus cultivado en el 
laboratorio Larpeali en sustrato de avena molida con un 70% de humedad 
aproximadamente y se realizó recambio de agua del 100% de los frascos de cada 
réplica día de por medio.  
 
En larvas obtenidas en ensayos previos para estandarización de otros protocolos, 
se estandarizó la técnica para pigmentación en las larvas (Duración: 6 meses). 
 
4.6 Metodología objetivo 3 
 
4.6.1 Validación protocolo RON en riñón de peces adultos  Los animales 
utilizados para validar la técnica de RON en adultos, fueron las dos hembras y los 
tres machos a los cuales se las realizó reproducción inducida. Los individuos 
fueron anestesiados con Quinaldine® 600 µl / 8 litros de agua. Una vez perdieron 
el eje de nado se sacrificaron por punción cerebral y se les hizo una incisión 
ventral para proceder a la identificación y extracción de los riñones. Del riñón de 
cada reproductor se obtuvieron 5 muestras las cuales se pesaron en una balanza 
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analítica marca Ohaus exceptuando las del macho 3 al cual no se le reportó el 
peso. 
 
Para la obtención de suspensiones celulares se modificó la técnica propuesta por 
Vozzi y colaboradores (2003). Cada porción de riñón fue macerada 
individualmente en un mortero de ágata con lavado del mortero entre cada 
operación de macerado. Las porciones se llevaron a platos de ELISA de 24 pozos 
de fondo redondo (una por pozo) y se les adicionaron 0.5 ml de solución de citrato 
de sodio al 0.7% durante 10 minutos.  Transcurrido el tiempo se retiró el citrato y 
se adicionó 1 ml de carnoy preparado en frío y se llevó a refrigeración a 4ºC; se 
hicieron recambios a la hora y a la hora y media y cumplidas las dos horas se 
retiró la solución y se agregó 1 ml de ácido acético al 50% a temperatura ambiente 
durante 3 minutos. Posteriormente cada muestra se llevó a tubos Eppendorf de 
1.5 ml y se realizó vórtex a 1000 rpm por 5 min y se transfirieron a una centrífuga 
clínica internacional marca IEC y se centrifugaron en a 3500 rpm durante 5 
minutos. Se hizo el goteo en portaobjetos y los residuos de riñón se maceraron 
nuevamente en la placa. Se fijaron a 60ºC en plancha calentadora. El 
procedimiento de tinción con Giemsa® y con el nitrato de plata fue el mismo que 
se empleó para las larvas.   
 
Se analizaron un total de 50 núcleos por animal adulto para lograr validez 
estadística, como lo reportaron Vozzi y colaboradores (2003). Se reportó el 
número de núcleos con 1 y 2 RON  y si existía o no diferencia en la expresión 
tanto en machos como en hembras. 
 
La estandarización para riñón, se realizó posterior a la estandarización de la 






4.7 Metodología estadística 
 
Se empleó el diseño de clasificación experimental completamente aleatorizado 
efecto fijo balanceado en arreglo factorial 3 x 2 con una adición. Como variable 
repuesta se evaluaron el ángulo de orientación, longitud y altura del saco vitelino, 
diámetro del ojo derecho, longitud, altura y pigmentación de la larva, presencia y 
tipo de anormalidades. 
 
El análisis se complementó con la técnica MANOVA con contraste canónico 
ortogonal y por el método de la máxima verosimilitud que permite establecer la 
dimensionalidad de los contrastes canónicos; análisis suplementado con ANOVAS 
de tipo unidimensional y pruebas de contraste de Tukey con un error tipo I del 5%. 
 
Las variables porcentaje de eclosión y porcentaje de sobrevivencia se 
transformaron con base en la función arco seno; las variables de índole discreto se 
transformaron con la función raíz cuadrada. Lo anterior para convalidar los 
supuestos adscritos al diseño de clasificación experimental. Se realizó análisis 
descriptivo exploratorio de tipo unidimensional con el objetivo de hallar promedio, 
desviación típica y coeficiente de variación para cada una de las variables de 
interés. 
 











5.1 Evaluación de productos gonadales 
 
En este estudio se llevó a cabo la inducción hormonal de la reproducción de 
individuos adultos de Rhamdia quelen y se encontró que el intervalo de tiempo 
requerido por las hembras de la especie para alcanzar el proceso final de 
maduración de los óvulos bajo las condiciones específicas del laboratorio fue en 
promedio de 296 horas-grado (Cardona y colaboradores, datos sin publicar). 
 
El número de huevos hidratados/ml, se determinó por volumetría. Se hizo conteo 
por triplicado para conocer el número promedio de embriones/ tratamiento. El valor 
encontrado fue de 599.7 ± 59.8 huevos/ml (prom ± d.e.) (Cardona y colaboradores, 
datos sin publicar). 
 
Para evitar la expulsión del segundo cuerpo polar durante la segunda meiosis, el 
choque térmico debe realizarse antes de transcurridos 50 minutos (Montoya y 
colaboradores, 2008, sometido). En el presente trabajo el choque térmico se hizo 
7 minutos después de la fertilización. 
 
Teniendo en cuenta que la calidad seminal es uno de los factores determinantes 
en los porcentajes de eclosión obtenidos, se hizo una evaluación de un pool de 
semen proveniente de tres individuos para descartar el “efecto macho” y atribuir 
inequívocamente los resultados negativos a esta variable. La tabla 1 muestra los 






Tabla 1. Características seminales de pool de semen de tres machos de Rhamdia 
quelen inducidos hormonalmente. 
 
Característica seminal promedio ± d.e 
Movilidad masal (%) 86,6 ± 2.8 
Tiempo de activación  (seg) 56 ± 1.4 
Concentración spt /µl1 7.264 x 107 




La Tabla 2 presenta la distribución de las réplicas, la concentración de oxígeno, el 
pH y las horas-grado transcurridas desde el inicio de la incubación hasta finalizar 
la eclosión en los diferentes acuarios. La temperatura ambiental promedio en este 
mismo período de tiempo fue de 20.5ºC. 
 
 
Al efectuar el análisis de la varianza de índole multidimensional se encontró 
diferencia significativa (p<0.05) en el efecto de los tratamientos, donde la 















Tabla 2. Distribución de tratamientos, parámetros bioquímicos y horas-grado en el 
proceso incubación-eclosión. 
 
Número  de Acuario Tratamiento  Concentración de oxígeno [mg/l] pH Horas-grado 
1 
34-5-1 


































5.2 Parámetros reproductivos en ovas de Rhamdia quelen sometidas a 
choque térmico meiótico 
 
En la Gráfica 1 se presentan los resultados obtenidos para el porcentaje de 
eclosión de ovas sometidas a choque térmico meiótico.  El mayor porcentaje de 
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eclosión se obtuvo en el tratamiento control a una temperatura de 25ºC con un 
valor de 43.5% ± 3.3, sin choque térmico. El valor mínimo correspondiente a 15.8 ± 
10.4 fue obtenido en el tratamiento 36-5. En general se observa que en los 
menores porcentajes de eclosión se presentan cuando el tiempo de duración del 
choque térmico es mayor (5 minutos). 
 
El porcentaje de eclosión presentó diferencia significativa (p< 0.05) entre el testigo 
y los tratamientos 34-5, 38-5 y 36-5; los resultados de los tratamientos con 
tiempos de choque térmico de 2 minutos, no presentaron diferencia significativa 








Gráfica 1. Porcentaje de eclosión de ovas de Rhamdia quelen sometidas a choque 






La tabla 3 muestra los promedios, desviaciones típicas, coeficientes de variación y 
diferencia estadística de los porcentajes de eclosión luego de someter las ovas a 
los diferentes tratamientos. 
 
Tabla 3. Porcentaje de eclosión por tratamientos y descriptivos estadísticos. 
TRATAMIENTO 
PORCENTAJE DE ECLOSIÓN (%) 
promedio ± d.e. c.v. 
34-2 35.5 ± 5.4 ab 15.2 
34-5 17.4 ± 2.0 b 11.6 
36-2 21.4 ± 7.0 ab 32.7 
36-5 15.8 ± 10.4 b 65.9 
38-2 36.6 ± 1.4 ab 3.8 
38-5 17.8 ± 13.0 b 73.2 
Sin choque térmico 43.5 ± 3.3 a 7.7 
Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). Desviación estándar: d.e.; coeficiente de variación: cv. 
 
En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para el porcentaje de 
sobrevivencia.  No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos 
(p>0.05).   
 
Tabla 4. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de Rhamdia quelen resultantes de 
choque térmico meiótico. 
TRATAMIENTO 
PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA (%) 
promedio ± d.e. cv 
34-2 97.9 ± 2.6 a 2.6 
34-5 91.5 ± 8.8 a 9.6 
36-2 96.6 ± 4.3 a 4.4 
36-5 94.1 ± 5.1 a 5,5 
38-2 92.0 ± 0.0 a 0.0 
38-5 98.8 ± 1.0 a 1.1 
Sin choque térmico 97.9 ± 1.7 a 1.7 
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Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). Desviación estándar: d.e.; coeficiente de variación: 
cv. 
En la Gráfica 2 se observa que el porcentaje de sobrevivencia fue alto superando 
el 91% en todos los tratamientos, siendo muy homogéneos los resultados de 




Gráfica 2. Porcentaje de sobrevivencia por tratamientos (promedio ± d.e). Letras 
diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). 
 
Observación: para las variables porcentaje de eclosión y porcentaje de 
sobrevivencia en el control y el tratamiento 38-2 son los más homogéneos debido 








5.3 Identificación de triploides por la técnica de tinción de las regiones 
organizadoras de nucléolo en larvas de Rhamdia quelen (con saco 
reabsorbido) 
  
Para determinar la distribución de las regiones organizadoras de nucleolo en 
núcleos interfásicos de suspensiones celulares, se realizó un Anova, 
encontrándose diferencia significativa (p<0.05) en el análisis de la variable número 
de núcleos interfásicos con 1 RON; entre el control respecto al tratamiento 36-2 y 
al 38-2; el  tratamiento 38-5 respecto al 38-2 y tratamiento 34-2 respecto al 38-2.  
El mayor número de núcleos con 1 RON se presentó en el control, mientras que el 
menor se observó en el 38-2. La expresión más homogénea se presentó en el 
tratamiento 38-5 (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Descripción del número de núcleos interfásicos con 1 RON, 2 RON y 3 
RON observados por tratamiento, expresado como promedio  ±  d.e. 
Tratamiento n 
  Núcleos con 1 RON   Núcleos con 2 RON   Núcleos con 3 RON 
promedio  ±  d.e  promedio  ±  d.e promedio  ±  d.e 
34-2 80 26.5 ± 6.0 ab 26.3 ± 5.2 a 1.8 ± 1.7 c 
34-5 78 25.5 ± 5.7 abc 26.9 ± 5.4 a 2.2 ± 1.6 bc 
36-2 73 24.7 ± 5.5 bc 28.4 ± 4.5 a 2.2 ± 1.4 bc 
36-5 37 26.1 ± 5.7 abc 25.4 ± 6.6 a 4.8 ± 3.7 a 
38-2 39 22.6 ± 5.6 c 27.9 ± 5.2 a 3.0 ± 2.5 b 
38-5 21 26.6 ± 5.1 ab 28.7 ± 4.6 a 1.5 ± 1.1 c 
Sin choque  64 29.2 ± 8.4 a 26.1 ± 8.3 a 0.1 ± 0.8 d 




Para la variable número de núcleos con 2 RON no hubo diferencia significativa 
(p>0.05). De manera general se observa que el número de núcleos con 2 RON fue 




En los núcleos interfásicos de individuos considerados triploides de los diferentes 
tratamientos, los cuales exhibieron 3 RON, se encontraron diferencias 
significativas (p<0.05).  Hubo diferencia entre el tratamiento 36-5 y los demás; en 
el tratamiento 38-2 con respecto al 38-5, al control y al 34-2; en el tratamiento 34-
5, 36-2, 34-2 y 34-5 respecto al control (Tabla 5). La frecuencia de presentación de 
3 RON fue inferior que la de 1 y 2 RON (Tabla 5). 
 
Las frecuencias mostradas anteriormente corresponden a individuos diploides y 
triploides, siendo estos últimos los que exhibieron hasta 3 RON; por lo tanto en 
todos los tratamientos se presentó popliploidía.  
 
Con respecto al porcentaje de triploidías encontrado para los diferentes 
tratamientos, al aplicar el Anova no se observaron diferencias significativas ni para 
temperatura ni para tiempo (Anexo 11), exceptuando el tratamiento sin choque 
térmico. 
 
La imagen 1 muestra la expresión de RONes en núcleos interfásicos de poslarvas 








A la izquierda se observa núcleo con 3 regiones organizadoras de nucléolo indicando triploidía  
(40X). A la derecha núcleos con 1 y 2 regiones organizadoras pertenecientes a un individuo 
diploide  (40X). 
  
Imagen 1. Regiones organizadoras de nucléolo en núcleos interfásicos de 
Rhamdia quelen teñidos con nitrato de plata. 
 
Los porcentajes de triploidía para los tratamientos con choque térmico, sin incluir 
el control, oscilaron entre 78.8 y 96.6%, sin observarse diferencia significativa 
entre ellos (p>0.05), siendo menor para el tratamiento 34-2 y el mayor para 36-5. 
Con respecto al tratamiento sin choque térmico, se encontraron valores de 13.7% 
de triploides, observándose diferencia estadística (p<0.05) con respecto a los 
demás tratamientos (Tabla 6), adicionalmente se observa una amplia desviación 










Tabla 6. Porcentaje de individuos triploides obtenidos por tratamiento. 
TRATAMIENTO promedio±d.e.(%) 
 34-2 78.75±8.53a 
                 34-5 92.5 ± 11.9a 
 36-2 83.3 ± 7.6a 
 36-5 96.6 ± 5.7a 
 38-2 85 ± 0.0a 
 38-5 90 ± 14.1a 
Sin choque térmico 13.7±24.2b 





Gráfica 3. Porcentaje de triploidía por tratamientos (promedio ± d.e). Letras 






5.4 Validación de la técnica de tinción de las regiones organizadoras de 
nucléolo para identificación del estado de ploidías en adultos de Rhamdia 
quelen  
 
Se obtuiveron suspensiones celulares de riñón de individuos maduros 
sexualmente; únicamente se identificaron en las placas analizadas núcleos 
expresando 1 ó 2 regiones organizadoras de nucleolo. La tabla 7 muestra la 




Tabla 7. Distribución de frecuencia del número de núcleos con 1 RON y con 2 
RON en adultos de Rhamdia quelen. 
NÚMERO DE 











24 2 8.33 19 1 4.1 
25 1 4.17 21 1 4.1 
26 1 4.17 22 4 16.6 
27 2 8.33 23 1 4.1 
28 4 16.6 24 4 16.6 
29 2 8.3 25 4 16.6 
30 2 8.3 26 3 12.5 
31 2 8.3 27 3 12.5 
32 2 8.3 28 1 4.1 
33 1 4.1 29 1 4.1 
34 1 4.1 31 1 4.1 
36 1 4.1    
37 1 4.1    






Respecto a la distribución nucleolar en núcleos interfásicos de riñón de adultos de 
Rhamdia quelen, se observó un mayor número de células con 1 RON que el 
número de células con 2 RON (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Distribución nucleolar en núcleos interfásicos de riñón en individuos 





núcleos Media Mínimo Máximo d.e. c.v. 
1 432 30,9 24 40 4,8 15,5 
2 275 25,0 19 31 3,6 14,5 
Desviación estándar: d.e.; coeficiente de variación: c.v. 
 
 
Adicionalmente se quiso analizar si el patrón de expresión de las regiones 
organizadoras de nucléolo presentaba variación dependiendo del sexo de los 
individuos.  No se encontró diferencia significativa (p>0.05) en el número de 
núcleos interfásicos con 1 y 2 RON en machos y hembras de Rhamdia quelen 
(Tabla 9), mostrando además una gran uniformidad en cuanto al número de 
núcleos interfásicos para 1 RON y para 2 RONes en los dos sexos. 
 
 
Tabla 9. Distribución nucleolar en núcleos interfásicos de riñón de machos y 
hembras. 
Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). Desviación estándar: d.e.; coeficiente de variación: 
c.v. 
SEXO NÚMERO RON promedio ± d.e. cv 
Hembra 
1 30.2 ± 4.2 a 13.9 
2 24.9 ± 3.5 a 14.3 
Macho 
1 30.3 ± 4.5  a 15.0 
2 24.6 ± 2.0 a 8.3 
General 
1 30.2 ± 4.3  14.2 




La imagen 2 muestra núcleos de células de riñón de machos adultos expresando 1  
y  2 RONes. 
 
A la izquierda se observan núcleos con 1 región organizadora de nucléolo, a la derecha se 
observan núcleos con 1 y 2 regiones organizadoras de nucleolo; ambos pertenecientes a 
individuos diploides adultos  (100X). 
 
Imagen 2. Regiones organizadoras de nucléolo en núcleos interfásicos de riñón de 








5.5 Variables morfométricas de las larvas con saco vitelino (dos días 
poseclosión) 
 
Al efectuar el análisis multivariado de la varianza (MANOVA) se encontró 
diferencia estadística altamente significativa (p<0.001) entre los tratamientos 
(Anexo 1).  
 
Para la variable AGSV (Gráfica 4) no se encontraron diferencias significativas 
(p>0.05) entre los tratamientos.  Se observa una tendencia que en las larvas 
obtenidas del proceso de choque térmico a 36º C independientemente de los 
tiempos, se presentan ángulos de orientación del saco vitelino mayores; la 
situación contraria se observa en los tratamientos de 38 º C.  Los valores para el 
tratamiento 34-2, 34-5, 36-2, 36-5, 38-2, 38-5  y el testigo fueron respectivamente 
111 ± 33.2, 128.5 ± 125.5, 125.1 ± 41.8, 134 ± 46.2, 103.7 ± 33.3, 99.1 ± 38.1, 
115.7 ± 32.7º. 
 
Gráfica 4. Valores del AGSV por tratamiento expresado en grados (º) (promedio ± 




La longitud del saco vitelino (LSV) presentó el mayor valor en el tratamiento 36-5 
con 1.14 mm y el menor se obtuvo en 34-2 con 0.98 mm (Gráfica 5). El tratamiento 
que mostró el menor coeficiente de variación fue el 38-2 con 13.5 %. Para esta 
variable no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 
(p>0.05). La desviación estándar más alta se observó en el tratamiento 34-5.   
 
El analisis de varianza reportó diferencias significativas (p<0.05) para la variable 
altura del saco vitelino (ASV) en el tratamiento 36-5 respecto a 34-2,  34-5 y al 36-
2; del mismo modo el tratamiento 38-2 presentó diferencias significativas (p<0.05) 
respecto a los tratamientos 34-2 y al 34-5. La mayor altura del saco vitelino fue 
observada en los individuos del tratamiento 36-5 con 0.74 ± 0.1 mm. No se 
observó una tendencia clara en cuanto a las diferencias encontradas ni entre 
temperaturas, ni entre tiempos de choque térmico (Gráfica 6).  
 
 
Gráfica 5. Valores de la LSV por tratamiento expresado en mm (promedio ± d.e.). 





Gráfica 6. Valores promedios por tratamiento de la ASV expresado en mm. 
(promedio ± d.e.). Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). 
 
En orden ascendente, la altura del saco vitelino en los diferentes tratamientos fue 
34-2: 0.5 ± 0.2mm, 34-5: 0.51 ± 0.2 mm, 36-2: 0.53 ± 0.1 mm, sin choque térmico: 
0.6 ± 0.1 mm, 38-5: 0,64 ± 0.2 mm, 38-2: 0.68 ± 0.1 mm. 
 
Los valores para la variable del diametro del ojo derecho (DOD) oscilaron entre 
0.11 y 0.22 mm. Se observa una desviación estándar exagerada en el tratamiento 
34-2 equivalente a ±0.76; sin embargo no se observaron diferencias significativas 





Gráfica 7. Valores promedios por tratamiento del DOD expresado en mm. 
(promedio ± d.e.). Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05) 
 
Para el caso de la longitud total de la larva (LTL) el Anova mostró diferencias 
significativas (p<0.05) entre el tratamiento 36-2, con el 38-5 y el 38-2. De la misma 
manera se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre el tratamiento 
control y los tratamiento 38-2 y 38-5. Para la variable LTL la tendencia de 
respuesta entre los diferentes tiempos y temperaturas de choque térmico no fue 






Gráfica 8. Valores promedios por tratamiento de la LTL expresado en mm. 
(promedio ± d.e.). Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). 
 
La altura de la larva (AL) (Gráfica 9) varió significativamente entre los tratamientos 
(p<0.05). Se hallaron diferencias en el tratamiento 36-5 con respecto al 36-2, 38-5, 
34-5, 34-2 y el control, de igual forma los tratramientos 34-5, 36-2, control y 38-5 
respecto al 38-2. Los individuos del control y el tratamiento 34-5 presentaron 1 mm 
de altura en promedio siendo este el mayor valor. Los coeficientes de variación 





Gráfica 9. Valores promedios por tratamiento de la AL expresado en mm. 
(promedio ± d.e.). Letras diferentes significan diferencia estadística (p<0.05). 
 
 
Respecto a la variable pigmentación (PIGME), la diferencia entre tratamientos fue 
hallada entre 38-5 respecto al 34-2, 36-2, 36-5, 38-2 y el control, también en 38-2 
respecto a 38-5 y 34-5. Los individuos del tratamiento 36-5 tendieron a ser mas 
pigmentados ya que presentaron el menor valor para la variable en cuestion 
(128.1 ± 13.6), mientras que los del tratamiento 38-5 fueron los menos 
pigmentados ( 196.3 ± 11.4) (Gráfica 10). 
 
Es de anotar que los valores de pigmentación a pesar de haber mostrado 
diferencia significativa (p<0.05) no presentaron una tendencia clara de su valor 





Gráfica 10. Valores promedios por tratamiento de la pigmentación total de las 
larvas. (promedio ± d.e.). Letras diferentes significan diferencia estadística 
(p<0.05). 
 
5.6 Variables morfométricas de larvas con saco vitelino reabsorbido (nueve 
días poseclosión) 
 
En la Gráfica 11 se observa el diámetro del ojo (DOD) para larvas triploides y 
diploides. En el Anova no se observaron diferencias significativas entre los 
organismos triploides y diploides (p>0.05).  
 
En la Gráfica 12 se observa la longitud (LTL) para larvas triploides y diploides. En 
el Anova no se observaron diferencias significativas entre los organismos triploides 






Gráfica 11. Valores promedios por tratamiento de DOD entre larvas  triploides y 
diploides expresado en mm (promedio ± d.e.). Letras diferentes significan 




Gráfica 12. Valores promedios por tratamiento de LTD entre larvas  triploides y 
diploides expresado en mm (promedio ± d.e.). Letras diferentes significan 





En la Gráfica 13 se observa la altura  (AL) para larvas triploides y diploides. En el 
Anova no se observaron diferencias significativas entre los organismos triploides y 





Gráfica 13. Valores promedios por tratamiento de AL entre larvas  triploides y 
diploides expresado en mm (promedio ± d.e.). Letras diferentes significan 
diferencia estadística (p<0.05). 
 
En la Gráfica 14 se observa la pigmentación (PIGME) para larvas triploides y 
diploides. En el Anova no se observaron diferencias significativas entre los 
organismos triploides y diploides (p>0.05). Los valores mas altos corresponden a 
larvas menos pigmentadas. Hay datos faltantes para la variable en cuestión en los  





Gráfica 14. Valores promedios por tratamiento de PIGME entre larvas  triploides y 
diploides expresado (promedio ± d.e.). Letras diferentes significan diferencia 
estadística (p<0.05). 
 
5.7 Análisis de correlación de variables morfométricas con saco vitelino 
 
Se hizo por tratamiento una correlación de cada una de las variables analizadas: 
ángulo del saco vitelino (AGSV), longitud del saco vitelino (LSV), altura del saco 
vitelino (ASV), diámetro del ojo derecho (DOD), longitud total de la larva (LTL), 
altura de la larva (AL) y pigmentación (PIGME). 
 
Para el tratamiento 34-2 se encontraron relaciones estadísticamente significativas 
(p<0.05) y directas entre AGSV y DOD, LTL e inversas con ASV y PIGME. La ASV 
tuvo relación significativa (p<0.05)  y directa con PIGME e inversa con AGSV, 
DOD y LTL. Para la variable DOD se halló una relación directa y significativa 
(p<0.05)  con AGSV, LTL e inversa con ASV y PIGME. Las demás relaciones 




Para el caso de AGSV, a temperatura de 38ºC sólo hubo relación significativa 
(p<0.05) con respecto a LTL, a cualquiera de los dos tiempos, mientras que para 
las demás temperaturas otras variables morfométricas fueron relacionadas. 
 
Sin embargo, las relaciones significativas observadas entre las diferentes variables 
morfométricas, no muestran un patrón organizado ni una tendencia definida en 
cuando a la dirección de la relación y al tipo de variables correlacionadas. 
 
Para las variables morfométricas que debieron valorarse a los 15  poseclosión, el 
número de ejemplares vivos para dicho momento no fue suficiente para obtener 
resultados confiables. Se hizo una evaluación a los 9 días poseclosión (saco 
vitelino reabsorbido), teniéndose en cuenta el tipo de ejemplar diploide o triploide y 
encontrándose correlación significativa (p<0.05) directa entre LTL y AL en todos 
los tratamientos triploides. Las demás correlaciones entre las variables no 
presentaron una tendencia clara en cuanto a significancia, magnitud y dirección 
entre las diferentes variables morfométricas evaluadas en los triploides (valores no 
mostrados).  
 
Para el tratamiento testigo (diploides) se observaron correlaciones significativas 
(p<0.05) entre la mayoría de las variables morfométricas excepto entre PIGME y 
AL y PIGME y DOD. Es de anotar que todas las correlaciones entre PIGME con 








Tabla 10. Relaciones directas e inversas significativas estadísticamente (p<0.05)  





Tabla 10. Relaciones directas e inversas significativas estadísticamente (p<0.05)  










5.8 Análisis factorial de parámetros morfométricos para individuos con saco 
vitelino (2 días poseclosión) 
 
El análisis Manova para el arreglo factorial de 3 temperaturas y dos tiempos de 
duración de choque térmico (3X2) dió altamente significativo para el efecto tiempo 
al igual que para temperatura. La interacción temperatura*tiempo fue altamente 
significativa indicando que los dos factores son dependientes estadísticamente. 
 
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) para el ángulo de orientación 
del saco vitelino (AGSV) en las diferentes temperaturas.  
 
Para la variable LSV se presentó diferencia (p<0.05) entre 36ºC y 34ºC. La mayor 
altura del saco vitelino se observó con el tratamiento de 38ºC, con un promedio de 
0.65 mm y mostró diferencia significativa (p<0.05) con respecto a 34ºC, de igual 
modo se encontró diferencia entre esta última temperatura y 36ºC.  
 
No hubo diferencia significativa para la variable DOD (p>0.05). 
 
Se encontró diferencia significativa entre 38ºC  respecto a 36ºC y 34ºC para la 
variable longitud total de la larva (LTL); la menor longitud de los individuos fue 
causado por el efecto de la temperatura del choque de 38ºC.  
 
El promedio de altura de la larva (AL) fue significativamente mayor (p<0.05) para 
34ºC (0.96mm) comparado con 36ºC (0.90mm).  
 
El efecto más pronunciado en la pigmentación de las larvas se debió a la 
temperatura 36ºC con una diferencia significativa (p>0.05) con respecto a los 
38ºC, siendo las últimas las menos pigmentadas. La temperatura de 34ºC no 




Para los tiempos 5 y 2 minutos, se presentaron diferencias significativas (p<0.05) 
para las variables ASV y PIGME; la mayor altura del saco vitelino y la menor 
pigmentación se observaron en el tratamiento con más tiempo de duración del 
choque térmico.  
 
 
5.9 Tipo y proporción (%) de deformidades presentadas en larvas con saco 




Gráfica 15. Proporción  de individuos deformes con saco vitelino presentes en 
cada tratamiento expresado en %. 
 
En la Gráfica 15 se observa que la proporción de deformidades presentadas por 
tratamiento fue mayor en las larvas con saco vitelino sin reabsorber, observándose 
el mayor porcentaje para el tratamiento 36-5  con 66.6% y el menor porcentaje 
para 36-2 y 38-2 con 20%. Se observa que para ninguna temperatura y/o tiempo 






Tipos de deformidades encontradas en las larvas. a: defectos en la reabsorción de saco vitelino 
(DRSV). b: ciclopía (C). c y d: edema (E). e: escoliosis (ES). f:otras deformidades (O) como 
ausencia de barbicelos. 
 
Imagen 3. Principales anormalidades observadas en las larvas con saco vitelino 2 
días poseclosión. 
 







Gráfica 16. Clasificación tipo de deformidades
saco vitelino expresado en porcentaje.
 
Al momento de realizar una clasificación del tipo de deformidades (Gráfica 15) 
puede observarse que en larvas con saco vitelino, la mayor proporción encontrada 
para escolisis (ES) y para edema (E) y para cíclopes
tratamientos con temperatura de 38ºC (Gráfica 16
 
El tipo de anormalidades presentadas para larvas con saco vitelino, las 
deformidades no exhibieron una tendencia particular, porque para todas las






 para cada tratamiento en larvas con 
 






5.10 Tipo y proporción (%) de deformidades presentadas en larvas con saco 
vitelino reabsorbido (9 días poseclosión) 
 
Transcurridos 9 días después de la eclosión se encontró que en ese momento los 
porcentajes de larvas con presencia de deformidades oscilan entre 0 y 10% y los 
porcentajes más altos corresponden a los tratamientos de mayor temperatura de 
choque térmico (38-2 y 38-5), no significando ello que para este caso en particular 
exista un aumento en la aparición de deformidades en la medida que se aumenta 
la temperatura de choque. La Gráfica 17 muestra el porcentaje de individuos 
deformes correspondientes a cada tratamiento. Hubo ausencia de deformidades 
en el tratamiento 36-5 y en el control. 
 
 
Gráfica 17. Proporción de individuos deformes con saco vitelino reabsorbido 
presentes en cada tratamiento expresado en %. 
 
Se hizo una clasificación del tipo de deformidad (Gráfica 18) con base en las 
características reportadas en la literatura (Ojolick y colaboradores, 1995).  Para la 
edad de la larva (9 días poseclosión) predominaron la escoliosis (ES) y otro tipo de 
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deformidades (O), las cuales tienen que ver con el tamaño del individuo y la 
ausencia de los barbicelos. 
 
Los tratamientos 38-5 y 38-2 presentaron la mayor proporción de escoliosis (ES), 
de igual manera el 38-2 junto con el 34-2 mostraron un porcentaje más alto de otro 
tipo de deformidades.  
 
 
Gráfica 18. Clasificación tipo de deformidades para cada tratamiento en larvas con 
saco vitelino reabsorbido expresado en porcentaje. 
 
Se realizó un análisis de frecuencias de presentación de deformidades en 
individuos diploides y triploides y se encontró que en diploides el 99.02% de los 
individuos no presentaron deformidades y que el 0.98% remanente presentó 
escoliosis.  En triploides un 96.21%  de la población no presentó deformidades, 
mientras que el 3.1% se observó ES y el otro 0.69% presentó otro tipo de 




Cuando se tuvieron en cuenta los dos tiempos de choque térmico 2 y 5 minutos, 
ambos presentaron un número de individuos sin deformidades muy similar 
(96.37% y 96.38% respectivamente).  Sin embargo, cuando se aplicaron 2 minutos 
de choque térmico, se observó una distribución de anormalidades que incluía las 
de otro tipo 1.04% y escoliosis 2.59%, a diferencia de lo encontrado para 5 
minutos donde  3.62% correspondió exclusivamente a ES.  
 
Con respecto a las temperaturas de choque 34, 36, 38ºC y sin choque térmico 
(incubación a 25ºC) se observó que en el último específicamente para los 9 días 
poseclosión no se presentaron deformidades, mientras que para la temperatura de 
38ºC se observó el mayor porcentaje (9.84%), siendo el 8.2% correspondiente a 
escoliosis (ES). Para la temperatura 36ºC se encontró el 0.9% de ES y los demás 
individuos no presentaron deformidades; para 34ºC el 3.15% de los individuos 
presentaron deformidades, de los cuales 2.52% mostraron ES y el resto 






6.1 Evaluación de productos gonadales 
 
Las horas grado para la ovulación fueron de 296, lo cual comparado con otros 
silúridos tomó más tiempo, de acuerdo a lo reportado para Pseudopletystoma 
fasciatum el cual fue de 208 horas-grado  (Mojica y colaboradores, 2003). Los 
resultados obtenidos en este trabajo podrían atribuirse a las condiciones de 
laboratorio, que al no contar con un sistema de calefacción presenta temperaturas 
inferiores (promedio 24.7º C) a las reportadas para la especie.  Con respecto al 
tiempo de eclosión, en este trabajo se contabilizaron 16 horas para la temperatura 
reportada, similar al rango mencionado para otros silúridos  que hablan de 15 a 17 
horas a una temperatura de 26º C (Mojica y colaboradores, 2003).  
 
En cuanto al número de huevos hidratados/ml se encontró un valor de 599.7 ± 
59.8. En experiencias previas de este trabajo, se encontraron valores de huevos 
sin hidratar/ml de 847.6 ± 140.5 (valores no mostrados) y puede concluirse que la 
hidratación para esta especie alcanza 0.7 veces más volumen, lo que podría 
significar una baja hidratación, comparado con lo que sucede con otras especies 
de agua dulce como la carpa común (Cyprinus carpio) donde los huevos alcanzan 
un tamaño diez veces superior que el presentado antes de hidratarse 
(Woynarovich y Horváth, 1981)  
 
En relación a la calidad seminal encontrada para la especie Rhamdia quelen, los 
resultados obtenidos son similares a los reportados por Ferreira y colaboradores 
(2001) para concentración seminal y movilidad (69.9± 1.6 sptz x 106/ul y 80 ± 1%); 
sin embargo el tiempo de activación obtenido en el presente trabajo fue de 56 ± 
1.4 seg vs  lo reportado por Ferreira y colaboradores (2001) que fue de 121.3 ± 31 
seg, no obstante para otras especies de Rhamdia tales como R. sebae, Velasco y 
colaboradores  (2004) reportaron valores inferiores al encontrado en este trabajo 
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(29.9 ± 0.6 seg).  Podría considerarse que el tiempo de activación es muy similar 
al de otras especies de cíclidos y Brycónidos considerada como adecuada en 
teleósteos de agua dulce (Linhart y colaboradores, 1999; Cruz y colaboradores, 
2004). Lo anterior permitiría suponer que los parámetros seminales encontrados, 
no tendrían influencia en los bajos porcentajes de eclosión encontrados para este 
trabajo (Gráfica 1 y Tabla 3). 
 
Respecto a los parámetros físico-químicos del agua y su posible influencia en los 
resultados obtenidos para las variables reproductivas evaluadas en los diferentes 
tratamientos durante el tiempo de incubación y eclosión, estuvieron dentro de los 
rangos permisibles y normales para especies de aguas cálidas (Roldán, 1992), lo 
que es apoyado por los valores encontrados, dado que no hubo diferencia 
significativa entre tratamientos. 
 
6.2 Parámetros reproductivos en ovas de Rhamdia quelen sometidas a 
choque térmico meiótico 
 
Existen pocas referencias bibliográficas que mencionen y expliquen los 
porcentajes de eclosión en la especie objeto de estudio; Ortega y Rodríguez 
(2004) reportaron porcentajes de eclosión para Rhamdia quelen inducida 
hormonalmente con EPC de 12%, valor inferior al encontrado en este trabajo para 
el tratamiento control; sin embargo en otras especies de silúridos como en 
Pimelodus grosskopfii dicho porcentaje es de 45.2% (Acevedo y Angel, 1999) 
similar al obtenido. Hay que reconocer que el tratamiento térmico para inducir 
triploides tiene efecto negativo sobre la eclosión de los huevos de acuerdo con los 
resultados presentados. 
 
En cuanto a los porcentajes de eclosión encontrados, podría concluirse que el 
tiempo del choque térmico tiene un efecto deletéreo para este parámetro. Sin 
embargo, a pesar de sólo haberse encontrado diferencia significativa (p<0.05) a 
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favor del tratamiento control, entre los demás tratamientos experimentales no se 
observó esta diferencia significativa, pero sí muestran una clara tendencia 
respecto a menores porcentajes de eclosión al oscilar entre 15.8 a 17.8% (Tabla 
3) en el tratamiento de duración del choque de 5 minutos, siendo éstos los más 
bajos.  
 
Las células en los distintos organismos tienen diferentes respuestas cuando hay 
incremento en el estrés causado por una elevación de la temperatura que 
depende de la duración que esta permanezca alta (Arvelo, 2002). Cuando es leve 
como en el caso del choque con duración de dos minutos, podría aseverarse, 
aunque no fue demostrado en este trabajo; que hay una superproducción de 
proteínas de choque térmico (Hsp) que permiten que se desarrolle la termo 
tolerancia previniendo la apoptosis al desencadenar mecanismos protectores 
contra la oxidación como los reportados por Fleury y colaboradores (2002). Si se 
presenta una situación de estrés más intenso como ocurrió con el choque de cinco 
minutos, se puede generar necrosis celular (Arvelo, 2002), fenómeno que se ve 
reflejado en las bajas tasas de eclosión en ovas sometidas a este tratamiento. 
 
Por otra parte, se puede mencionar que la temperatura y obviamente el tiempo de 
tratamiento afectan los receptores que son blanco para que el espermatozoide 
desencadene la cascada de proteína G o quizás las mismas proteínas de la vía de 
la tirosina kinasa que conllevan a la activación de la fosfolipasa C y a la 
producción de inositol trifosfato, el cual moviliza calcio intracelular, que es esencial 
para la activación del huevo (Schatten, 1999), del mismo modo los microfilamentos 
que permiten la incorporación del espermatozoide y la interacción centrosoma-
tubulinas para que se lleven a cabo los acontecimientos para una fertilización 
exitosa; si ello no ocurre, el huevo nunca eclosionará y así se afecta la tasa de 
eclosión.  Si bien el huevo porta toda la información genética y todas las moléculas 
estructurales para el desarrollo de un nuevo ser, este es demasiado frágil a las 
condiciones ambientales adversas como es el caso del incremento de la 
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temperatura en 30% respecto a la óptima durante 5 minutos. Los huevos son tan 
pequeños (1.1-2.8mm) que la transferencia de calor desde la membrana celular al 
centro del huevo es instantánea y hay que considerar que en los procesos de 
destrucción térmica de microorganismos que no están muy lejos de comportarse 
frente al calor como los huevos de Rhamdia quelen, mueren en unos pocos 
minutos. Sin embargo, el estrés térmico de huevos en la especie en cuestión para 
buscar triploidía, es adecuado debido a la gran capacidad productiva de huevos y 
a que el efecto de este estrés no continúa después de la eclosión como se 
discutirá a continuación.   
 
Después de la eclosión no se observaron diferencias significativas en la 
sobrevivencia de larvas entre los tratamientos. Lo anterior conduce a suponer que 
no existe efecto del choque térmico en las larvas luego de la eclosión y durante la 
reabsorción de saco vitelino.  Es posible que ello sea mediado por una familia de 
proteínas de choque térmico (Hsp); moléculas encargadas de la respuesta celular 
al estrés; que se sintetizan en forma constitutiva e inducible una vez  sobreviene 
aquel; actúan como chaperonas moleculares asociadas con ensamble y 
plegamiento de otras proteínas (Hartl, 1996). Se ha reportado que algunas de las 
proteínas de este tipo persisten en las células cuando desaparece el factor 
causante del estrés (Dubeau y colaboradores, 1998). 
 
Chippari y colaboradores (1999) reportaron que el rango de confort para Rhamdia 
quelen en el periodo de larvicultura es de 21-30ºC; valores de temperatura que 
abarcan la mantenida durante el experimento, por lo tanto,  las condiciones de 
temperatura en las que se desarrollaron las larvas no habrían sido las causantes 
de su muerte. 
 
Es de anotar que el efecto en la sobrevivencia del choque térmico realizado para 
la inducción de triploidia, no ha sido discutido por otros autores, lo que no permite 




6.3 Identificación de triploides por la técnica de tinción de las regiones 
organizadoras de nucléolo en larvas de Rhamdia quelen (con saco 
reabsorbido) 
 
En cuanto a la distribución de las regiones organizadoras de nucléolo en núcleos 
interfásicos de suspensiones celulares, donde se encontraron diferencias a las 
temperaturas y tiempos de choque térmico respecto a 1 RON o dos RONes, 
podría deberse a que las variaciones de RONes pueden incrementarse por 
recombinación homóloga desigual dentro del ribosoma del gen, tal como lo 
sugieren Schmickel y colaboradores (1985) y que es altamente dependiente de la 
actividad celular y que dependen de los depósitos en los centros fibrilares o en la 
segregación de los nucléolos durante la interfase en las RONes durante la mitosis 
(Hernandez y colaboradores, 1980). 
 
Las investigaciones sobre este proceso son pocos y la poca bibliografía existente, 
no contempla todos los aspectos trabajados en la misma. Se sugiere continuar con 
esta línea, combinándola con estudios moleculares ya que los hallazgos 
encontrados en muchos de los aspectos considerados dentro este trabajo son los 
únicos y no se encontró literatura de comparación. 
 
En el presente trabajo, la eficiencia en la triploidización en los diferentes 
tratamientos con choque térmico osciló entre 78.75 y 96.6%, correspondiendo el 
menor valor para el tratamiento 34-2 y el mayor para 36-5; sin embargo, este 
hecho no es definitivo a la hora de escoger una temperatura y un tiempo de 
choque térmico para obtener individuos triploides en esta especie, ya que hay que 
tener en cuenta otros factores como las tasas de eclosión y sobrevivencia que son 
afectados por los procedimientos realizados. Lincoln y Bye (1984), reportaron para 
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) que en la medida en que se aumenta la 
temperatura para choque térmico, se aumenta el número de triploides hasta cierto 
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punto, pero se afecta negativamente el porcentaje de sobrevivencia en la fase de 
ojos visibles y aún mas  el de vesícula reabsorbida.  
 
Dentro de las células se presenta normalmente una inestabilidad dinámica en el 
citoesqueleto, que es la que da origen a una renovación rápida y continua de los 
microtúbulos; estos procesos están altamente relacionados con la afinidad que 
existe entre el guanosín trifosfato (GTP) con las α y β-tubulinas (Cooper, 2002). 
Cuando se realizan choques térmicos, hay una despolimerización de los 
microtúbulos, lo que ocasiona pérdida de afinidad con el nucleótido trifosfatado,  
posiblemente aumentando cuando la temperatura y el tiempo de choque son 
mayores, de manera que es menos probable que se expulse el segundo cuerpo 
polar y por ello aumenta la eficiencia en la triploidización.  
 
Pandian y Koteeswaran (1998) afirman que el momento posfertilización en el cual 
se realiza el choque es determinante para su efectividad; de manera que 7 
minutos posterior al contacto de los gametos masculinos y femeninos en esta 
especie, garantiza un alto porcentaje de triploides, esto se pudo corroborar con la 
no observación se núcleos interfásicos con cuatro regiones organizadoras de 
nucléolo, que indicaría un choque tardío; sin embargo no fue objeto de estudio 
determinar este tiempo, aunque hay varios autores que sugieren que el tiempo a 
considerar es 5 minutos (Huergo y Zaniboni-Filho, 2006; Vozzi y colaboradores, 
2003).  
 
Soller y colaboradores (2007), realizaron inducción de triploidia en Rhamdia 
quelen con choque térmico frío; 97.9% fue el mayor porcentaje obtenido a una 
temperatura de 4ºC durante 20 minutos; valor muy cercano al obtenido al hacerlo 
a 36ºC, 5 minutos (96.6%). Con la realización de choque térmico cálido a 36ºC 
durante cinco minutos, 5 minutos posteriores a la fertilización, Vozzi y 
colaboradores (2003), para la misma especie, obtuvieron 74.8% de triploides; un 
dato inferior al encontrado en este trabajo, variando únicamente el momento del 
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choque. Aunque en el trabajo de Vozzi no evaluaron exactamente 7 minutos como 
tiempo posfertilización para hacer el choque, es posible que entre este tiempo y 5 
minutos no existan diferencias y lo que realmente determinó un inferior porcentaje 
de triploidía fue el procedimiento y/o las herramientas utilizadas para que la 
distribución del calor fuera uniforme en las unidades experimentales y se 
manifestara el verdadero efecto de la temperatura y el tiempo; adicionalmente, se 
puede hipotetizar que las discrepancias existentes pueden ser originadas por las 
diferencias presentes entre la Rhamdia quelen procedente de las lagunas 
marginales en la provincia de Corrientes en Argentina y la procedente de la 
cuenca la Vega en el municipio de San Roque en Colombia y las condiciones 
ambientales en las que se encuentran y es por ello que se hace necesario la 
estandarización de los procedimientos para la obtención de individuos poliploides 
para cada población en particular. 
 
El 100% de individuos triploides se ha obtenido en Salmo salar por medio de 
choque térmico (Benfey and Sutterlin, 1984); en Rhamdia quelen este mismo 
porcentaje se ha alcanzado realizando un choque de presión (Huergo y Zaniboni-
Filho, 2006), lo que conlleva a resultados mas consistentes, pero presenta la 
desventaja de requerir equipos costosos (Maxime, 2008). En Colombia la 
obtención de triploides de Rhamdia quelen en porcentajes superiores al 90% es un 
gran logro, ya que no se ha reportado nada al respecto y la estandarización de ese 
procedimiento es importante para cuando se quieran utilizar dichos individuos 
como modelos experimentales o se quieran aprovechar sus ventajas de 
esterilidad, además serviría para promover a los productores acuícolas del país a 
utilizar este tipo de biotecnologías que son de gran importancia y no son tan 
costosas. 
 
En el grupo que no se realizó choque térmico, se encontró un porcentaje de 
triploides equivalente al 13.7%, lo que conlleva suponer varias cosas: primero, que 
de manera natural en una pequeña proporción, se haya presentado una falla en la 
86 
 
extrusión del cuerpo polar después de fertilizar los huevos (Tiwary y 
colaboradores, 2004); o se dió el proceso de fertilización normal pero los huevos 
posiblemente por estrés mecánico generado en la manipulación; o por agentes 
químicos se encontraban en un estado no reducido 2n (Borin y colaboradores, 
2002). Coles y colaboradores (2006) reportaron la ocurrencia de triploidía natural 
en Rhamdia quelen. Segundo, a un error humano al identificar las regiones 
organizadoras de nucléolo en el núcleo interfásico ya que si en las placas hay 
presencia de impurezas, estas también podrían ser teñidas por la plata (Howell y 
Black, 1980); esta sería la causa más probable ya que el porcentaje encontrado 
equivale a 11 núcleos con 3 RONes, repartidos en 3 placas de 63 analizadas, lo 
que es corroborado por la alta desviación observada en este resultado (Tabla 6). 
 
Phillips y colaboradores (1986), propusieron el método de identificación de 
individuos triploides por medio de la observación de regiones organizadoras de 
nucléolo  teñidas con  plata en núcleos interfásicos en diferentes especies de 
salmónidos incluyendo la trucha arco iris, sin embargo sugirió que la técnica solo 
debía ser usada en el caso único de que la especie expresara un cromosoma con 
una región organizadora de nucléolo por genoma haploide. Zharskaya y Zatsepina 
(2007) plantearon que dentro del cariotipo existen unos cromosomas específicos 
en los cuales se encuentra el conjunto de regiones organizadoras de nucléolo y de 
ADNr y el número presente de cromosomas de este tipo, está directamente 
relacionado con el número de nucléolos en la interfase, el cual puede ser alterado 
como respuesta celular al choque térmico. En Rhamdia quelen, se ha reportado 
que en cada cromosoma submetacéntrico del par número 20 se encuentran 
ubicadas las RONes (Moraes y colaboradores, 2007), sin embargo hay otros 
autores que las han reportado en pares acrocéntricos (Fenocchio y colaboradores 
2003a) y subtelocéntricos (Stivari y colaboradores, 2004) en una frecuencia mucho 
menor; Moraes y colaboradores (2007) afirman que la variación en la ubicación de 
las regiones organizadoras de nucléolo asociadas a cromosomas es debido a 
rearreglos cromosómicos; sin embargo, estas variaciones no alteran su número y 
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por ello no limitan la utilización de la técnica para la identificación de la ploidía en 
la especie. 
 
6.4 Validación de la técnica de tinción de las regiones organizadoras de 
nucléolo para identificación del estado de ploidías en adultos de Rhamdia 
quelen  
 
En la validación de la técnica de tinción de las regiones organizadoras de nucléolo 
para la identificación del estado de ploidías en adultos de Rhamdia quelen se 
encontraron individuos con núcleos celulares que mostraron 1 y 2 regiones 
organizadoras de nucléolo, lo cual fue reportado por Vozzi y colaboradores (2003), 
pero en nuestro caso, el número de núcleos con dos RONes  fue menor que el 
numero de núcleos con uno (25.0 ±3.6 y 30.9 ±4.8 respectivamente); difieren a lo 
encontrado por este autor (26.1 ± 2.99 y 23.0±3.54 respectivamente); esto puede 
deberse a que la dimensión de los centros fibrilares es altamente variable, 
dependiendo del estado funcional de la célula (Goessens,1984). 
 
En este trabajo no se halló diferencia significativa (p>0.05) en el numero de 
RONes en los núcleos de células en interfase de riñón de adultos machos y 
hembras; su expresión fue similar a la encontrada sin evaluar el factor sexo: 30.2 ± 
4.3  para 1 RON y 24.7 ± 2.7para 2 RONes. La distribución del número de RONes 
parece estar gobernado por el estado fisiológico y la actividad celular como lo 
sugiere Goessens (1984), quien asegura que desde el punto de vista funcional, los 
extendido de r-cromatina de las regiones organizadoras de nucléolo interfásicas 
no son homogéneas, ya que la transcripción tomo lugar únicamente en el 
componente fibrilar denso y no en el centro fibrilar. 
 
Tanto para las hembras como para los machos adultos en los cuales se 
estandarizó la técnica de RONes en riñón, se observó una gran uniformidad en 
ambos sexos del número de células con 1 RON y con 2 RONes, lo que podría 
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suponer que en edad adulta la actividad de RONes se estabiliza, dado que hay un 
número de células interfásicas específico. 
 
6.5 Variables morfométricas de las larvas con saco vitelino (dos días 
poseclosión) 
 
Respecto a las variables morfométricas analizadas en las larvas con saco vitelino  
tales como AGSV, ASV, LSV, DOD, LTL , AL y PIGME, sí se encontraron 
diferencias significativas (p<0.05) entre las larvas para las diferentes variables, 
excepto para AGSV y LSV,  sugiriendo que estas aún no se han recuperado de su 
situación de estrés y dado que viven de su propia reserva endógena que también 
puede verse afectada por el choque meiótico, lo cual también podría observarse 
en las desviaciones presentadas dentro de cada tratamiento.  
 
Con respecto a la AGSV en el tratamiento 34-5 y DOD en el tratamiento 34-2, se 
hallaron desviaciones estándar muy altas, sin encontrarse una justificación 
apropiada para AGSV;  para DOD pudo ser debido a que el porcentaje de 
deformidades fue mayor para edema, el cual fue medido en cabeza y que pudo 
afectar esta variable. 
 
Los triploides generalmente tienen características morfométricas y merísticas 
similares a las de los diploides (Wilkins y colaboradores, 1995).  De igual manera, 
es de tener en cuenta que las variables que pudiesen comprometer el valor 
comercial de un triploide serían aquellas asociadas a la longitud y a la altura de la 
porción fileteable. Con respecto al DOD podría tenerse en cuenta que esta medida 
podría estar relacionad con la capacidad de los triploides o diploides para su éxito 
en la búsqueda del alimento. Con base en estudios de Oliva-Teles y Kaushik 
(1990) en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) las larvas diploides y triploides 
no difieren en la tasa de excreción de amonio, el gasto energético y la utilización 
de lípidos vs proteína para la producción de energía. Sin embargo, la longitud total 
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de la larva (LTL) se pudo ver influenciada en los tratamientos donde la 
temperatura y el tiempo pudieron afectar la reabsorción del saco vitelino, 
incidiendo en el transporte a través de la membrana o también porque la relación 
área/volumen en triploides es menor, lo que pudiera afectar procesos de 
intercambio de nutrientes y metabolitos que se hacen a través de metabolitos, 
intercambio de iones activo y pasivo y la unión de hormonas a otros mensajeros 
(Szarski, 1976). 
 
Con respecto a la PIGME el tratamiento 38-5 presentó el mayor índice de 
pigmentación (196.3) seguido del tratamiento 36-5 con 182.1. Estos resultados, no 
muestran una tendencia clara y coherente con el proceso de pigmentación con 
respecto a los tratamientos. Sin embargo, es de anotar que ante una situación de 
estrés tal como lo es la temperatura, se pueden aumentar los niveles de cortisol y 
afectar la regulación de la hormona estimuladora de los alfa melanocitos sin darse 
una unión apropiada entre la hormona estimulante con su receptor, afectándose 
negativamente la pigmentación o de la hormona concentradora de melanina, 
interviniendo en la diferenciación de cromatóforos (Sargent y colaboradores, 
1999). La hormona estimulante de alfa melanocitos puede estimular la producción 
de eicosanoides por hiperoxidación lipídica del saco vitelino, la producción de 
especies reactivas de oxígeno (EROs) y podría desencadenar el factor de necrosis 
tumoral, más probable de presentarse en animales subpigmentados. 
 
6.6 Variables morfométricas de larvas con saco vitelino reabsorbido (nueve 
días poseclosión) 
 
Respecto a todas las variables morfométricas analizadas entre larvas triploides y 
diploides con saco vitelino reabsorbido (nueve días poseclosión) no hubo 
diferencia significativa (p>0.05) lo que indica que una vez que las larvas 
sobreviven al choque térmico y han reabsorbido su vitelo, su morfometría no  
parece afectarse para el desarrollo larvario dado que los animales pueden 
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compensar su crecimiento cuando superan el período crítico de recuperación y 
han iniciado alimentación exógena de alta calidad (Botero, 2004).  Lo anterior se 
deriva de los resultados encontrados para las variables morfométricas tales como 
DOD, LTL , AL y PIGME que fueron bastante similares (p>0.05) sin haber 
presentado desviaciones estándar amplias en sus tratamientos.  Es importante 
apreciar que dentro de las variables analizadas, PIGME no parece estar asociada 
a la temperatura de choque térmico, dado que la pigmentación fue muy 
homogénea en todos los tratamientos. 
 
Para el caso de DOD en el tratamiento 34-2 se observa una d.e. muy alta. Esto 
puede atribuirse a que en dicho tratamiento el mayor porcentaje de deformidades 
fue para edema (44.4%) observado en cabeza y que posiblemente tuvo mucho 
efecto en esta variable.  
 
6.7 Análisis de correlación de variables morfométricas con saco vitelino 
 
Aunque se encontraron correlaciones estadísticamente significativas (p<0.05) 
entre las variables, no es posible predecir de manera acertada como es el 
comportamiento de tipo morfométrico de las larvas obtenidas en los diferentes 
tratamientos. 
 
6.8 Análisis factorial de parámetros morfométricos para individuos con saco 
vitelino (2 días poseclosión) 
 
Los resultados de las variables no muestran ninguna tendencia coherente con 






6.9 Tipo y proporción (%) de deformidades presentadas en larvas con saco 
vitelino (2 días poseclosión) 
 
En el presente trabajo se encontró que las anormalidades se distribuyen 
indistintamente en los tratamientos y en el control (Gráfica 15), lo que podría 
indicar que hay efecto de una serie de factores asociados y no asociados con el  
tratamiento de choque térmico para obtener triploides.  
 
La genética es un factor íntimamente relacionado con la aparición de 
deformidades. Dado que los reproductores utilizados en este estudio fueron 
provenientes de la estación piscícola San José del Nus, donde llegan directamente 
de la cuenca la Vega, se desconoce el grado de consanguinidad que existe entre 
los individuos seleccionados, convirtiéndose este en un posible factor que  haya 
repercutido en los altos porcentajes de anormalidades que se observaron.  
 
Las deformidades observadas en larvas con saco vitelino, que no presentaron un 
patrón especial de expresión en cuanto a temperatura o tiempos de choque 
térmico, sí mostraron alguna tendencia en especial con respecto a los cíclopes 
fundamentalmente en los tratamientos con temperatura de 38ºC (Gráfica 16), lo 
anterior podría deberse a lo que reportan algunos autores quienes muestran que 
en los cíclopes el locus que codifica para la proteína Ndr2, la cual es requerida 
para el sistema nervioso central del embrión, puede verse afectada por la edad de 
los huevos posovulación que podrían afectar la expresión de este gen para el 
desarrollo embriológico (Bonnet y colaboradores, 2007), para el presente trabajo 
se podría suponer que el factor temperatura puede igualmente influenciar la 
presentación de esta deformidad, afectando la expresión génica de esta proteína o 





6.10 Tipo y proporción (%) de deformidades presentadas en larvas con saco 
vitelino reabsorbido (9 días poseclosión) 
 
Podría sugerirse que la temperatura tiene un mayor efecto sobre la presentación 
de deformidades tal como lo sugiere Ojolick y colaboradores (1995), quienes 
afirman que el incremento de la temperatura aumenta la tasa metabólica, lo que 
puede ocasionar una mayor demanda de oxígeno, implicando un mayor desgaste 
a nivel cardíaco y branquial, que pueden predisponer los animales a una mayor 
susceptibilidad en etapas posteriores de su desarrollo. Esta situación pudo 
observarse para el tratamiento de 38º C, sin embargo, las deformidades 
encontradas para las demás temperaturas no mostraron una tendencia clara. 
 
La duración del estrés por temperatura tiene un marcado efecto en larvas de 
peces ya que pueden desarrollar deformidades con mayor frecuencia (Takle y 
colaboradores, 2005). Es posible que esa susceptibilidad perdure  por un tiempo 
prolongado en el periodo de desarrollo de los embriones y larvas de manera que si 
algunas proteínas o la expresión de algunos genes quedaron con limitada 
funcionalidad posterior al estrés, no se presenten respuestas adecuadas frente a 
condiciones ambientales adversas provocando la aparición de malformaciones en 
el cuerpo y en algunos casos la muerte; o puede ocurrir una situación similar a la 
del pez  medaka (Oryzias latipes), que en el estado de gástrula temprana, no hay 
un incremento en la concentración de las proteínas hsp70 como respuesta a un 
estrés térmico (Werner y colaboradores, 2003) y por lo tanto en ese momento 
preciso hay efecto de la temperatura para inducir deformidades. 
 
Variaciones inesperadas en la temperatura de incubación en días muy calurosos 
pudieron conducir a la presentación de deformidades. Abdel y colaboradores 
(2004) mencionan que aumentos en la temperatura aceleran el desarrollo 
incrementando las malformaciones y la mortalidad, además se ha reportado una 
rápida reabsorción del saco vitelino en sea bass (Dicentrarchus labrax). Estos 
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mismos autores reportaron que las altas temperaturas en los estados iniciales de 
desarrollo de misma especie, promueve la aparición de deformidades operculares; 
resultado contrario al de este trabajo ya que los porcentajes mas altos de 
individuos deformes (9.52%, 7.5% y 3.8%; en los tratamientos 38-5, 38-2 y 34-5 
respectivamente) corresponden a escoliosis (Gráfica 18). 
  
Cahu y colaboradores (2003) reportaron que la nutrición está asociada con la 
aparición de deformidades esqueléticas principalmente cuando no se suministran 
las proporciones adecuadas de compuestos como los ácidos grasos, aminoácidos, 
vitaminas y minerales. Villanueve y colaboradores (2005) sugirieron que larvas de 
Dicentrarchus labrax tienen alta predisposición a padecer de columna vertebral 
escoliótica cuando se les suministra altas cantidades de ácido eicosapentaenoico 
(EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA). Los ácidos grasos altamente insaturados 
participan en la regulación de genes que están involucrados en el desarrollo 
esquelético durante la ontogénesis; ya que se unen al genoma a través de los 
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) de modo que la 
regulación se logra cuando este receptor se une al DNA como un heterodímero 
con el receptor retinoide X (RXR) (Cahu y colaboradores, 2003). Por otra parte, la 
deficiencia de algunas vitaminas (A, D, E, K y C) y minerales como el calcio y el 
fósforo (Myszkowski y colaboradores 2002) también son grandes contribuyentes a 
las malformaciones corporales. No hay información disponible sobre como el 
factor nutricional podría afectar  negativamente el desarrollo morfológico de las 
larvas de Rhamdia quelen, sin embargo se ha reportado que el Panagrellus 
redivivus, nemátodo con el cual se alimentaron los peces en estado poslarvario, 
posee mecanismos con actividad enzimática desaturasa y elongasa, por lo tanto 
es capaz de sintetizar ácidos grasos altamente insaturados a partir de ácidos 
grasos de cadena corta, dependiendo del sustrato en el que se cultive 
(Schlechtriem y colaboradores, 2004), por lo tanto, un aumento en la 
concentración de ácidos grasos poliinsaturados puede afectar la expresión génica; 
si bien esto no se comprobó en este trabajo, no se tienen reportes de 
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anormalidades en individuos diploides de la misma especie y en cachama blanca 
(Piaractus brachypomus) que se han alimentado con este tipo de organismos 
cultivados en medios enriquecidos con una fuente de omega 6 (Rivera y 
colaboradores, sin publicar). 
 
Se encontró que un mayor porcentaje de individuos triploides determinados por 
expresión de RONes en núcleos nterfásicos presentó anormalidades comparado 
con los diploides; lo que coincide con lo reportado con Sadler y colaboradores 
(2001) quienes proponen diferentes mecanismos que explican la mayor incidencia 
de anormalidades esqueléticas en Atlantic salmon (Salmo salar L) triploides 
comparados con los diploides que se fundamentan en que los genes que controlan 
la morfología esquelética en triploides exhiben una mayor heterocigocidad, 
adicionalmente se plantea que pueden existir diferencias en cuanto a 
requerimientos ambientales entre los dos tipos de individuos en cuestión y que los 
triploides por dicha heterocigocidad podrían tener discrepancia en la morfología 
celular y metabolismo, de manera que aumenta la incidencia de malformaciones 
ya que no es capaz de metabolizar y asimilar nutrientes aportados por la dieta, 





El choque térmico meiótico con las temperaturas 34, 36 y 38ºC y con una duración 
de 2 y 5 minutos permite obtener individuos triploides en Rhamdia quelen. Sin 
embargo es importante considerar que hay un efecto marcado en el tiempo de 
duración del choque que disminuye los porcentajes de eclosión, por lo tanto es 
deseable usar el menor tiempo para el choque de temperatura con el que se 
puedan obtener tripoides, observándose que el tratamiento 38-2 si bien no arrojó 
los mayores porcentajes de triplodía es el que mejor se comporta en cuanto a 
tasas de eclosión y sobrevivencia. 
 
Cuando las larvas triploides  alcanzan una edad de 9 días poseclosión donde ya 
han reabsorbido el saco vitelino, no se diferencian de larvas diploides en 
características morfométricas como diámetro del ojo derecho, longitud total, altura 
de la larva y pigmentación; de manera que son individuos que no se encuentran 
en desventaja con respecto a los diploides para tener un desempeño productivo 
normal. 
 
La presencia de deformidades en los individuos sometidos a los diferentes 
tratamientos, no obedece en su totalidad  a los efectos de las temperaturas y 
tiempos del choque térmico de manera que es necesario controlar otros factores 
adicionales desde la selección de los reproductores hasta la incubación de las 
ovas fertilizadas. 
 
La técnica de tinción de las Regiones Organizadoras de nucléolo se considera 
como un método eficiente, rápido y confiable para identificar individuos triploides 




Este trabajo es el primero que se reporta en el país en cuanto a obtención de 
triploides, no sólo para esta especie, sino aún para otras de interés comercial, lo 
que es importante, dado que teniéndose un referente para su obtención, se 
pueden emplear estos ejemplares como modelos experimentales para estudios en 
otras áreas o para aprovechar su condición de esterilidad y además serviría para 
promover a los productores acuícolas del país a utilizar este tipo de biotecnologías 
altamente importantes y económicas.  
 
Las investigaciones sobre este proceso son pocos y la poca bibliografía existente, 
no contempla todos los aspectos trabajados en la misma. Se sugiere continuar con 
esta línea, combinándola con estudios moleculares ya que los hallazgos 
encontrados en muchos de los aspectos considerados dentro este trabajo son los 
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Anexo 1. Análisis multivariado de la varianza para el efecto de la temperatura para 
las variables morfométricas en larvas con saco vitelino. 
The GLM Procedure 
                                Multivariate Analysis of Variance 
 
     MANOVA Test Criteria and F Approximations for the Hypothesis of No Overall TRATA Effect 
                               H = Type III SSCP Matrix for TRATA 
                                      E = Error SSCP Matrix 
 
                                       S=6    M=0    N=144 
 
         Statistic                        Value    F Value    Num DF    Den DF    Pr > F 
 
         Wilks' Lambda               0.52328942       4.81        42    1363.7    <.0001 
         Pillai's Trace              0.58011005       4.51        42      1770    <.0001 
         Hotelling-Lawley Trace      0.73000967       5.02        42    896.24    <.0001 
         Roy's Greatest Root         0.41158136      17.35         7       295    <.0001 
 





Anexo 2. Prueba de Tukey para AGSV. 
                                        The GLM Procedure 
 
                          Tukey's Studentized Range (HSD) Test for AGSV 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   5516.332 
                          Critical Value of Studentized Range  3.33415 
                          Minimum Significant Difference        28.605 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         74.94521 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                    Tukey Grouping          Mean      N    TEMPE 
 
                                 A        122.86     73    36 
                                 A 
                                 A        119.97    134    34 
                                 A 





Anexo 3. Prueba de Tukey para LSV 
                                        The GLM Procedure 
 
                          Tukey's Studentized Range (HSD) Test for LSV 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   0.067112 
                          Critical Value of Studentized Range  3.33415 
                          Minimum Significant Difference        0.0998 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         74.94521 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                      Tukey Grouping          Mean      N    TEMPE 
 
                                   A       1.12159     73    36 
                                   A 
                              B    A       1.04092     53    38 
                              B 
                              B            1.00887    134    34 
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Anexo 4. Prueba de Tukey para DOD 
                                        The GLM Procedure 
 
                          Tukey's Studentized Range (HSD) Test for DOD 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   0.171355 
                          Critical Value of Studentized Range  3.33415 
                          Minimum Significant Difference        0.1594 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         74.94521 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                    Tukey Grouping          Mean      N    TEMPE 
 
                                 A       0.19291    134    34 
                                 A 
                                 A       0.14896     73    36 
                                 A 





Anexo 5. Prueba de Tukey para LTL 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                          Tukey's Studentized Range (HSD) Test for LTL 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   2.438563 
                          Critical Value of Studentized Range  3.33415 
                          Minimum Significant Difference        0.6014 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         74.94521 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                    Tukey Grouping          Mean      N    TEMPE 
 
                                 A        7.3431     73    36 
                                 A 
                                 A        7.1182    134    34 
 





Anexo 6. Prueba de Tukey para AL 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                           Tukey's Studentized Range (HSD) Test for AL 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   0.024224 
                          Critical Value of Studentized Range  3.33415 
                          Minimum Significant Difference        0.0599 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         74.94521 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                      Tukey Grouping          Mean      N    TEMPE 
 
                                   A       0.96825    134    34 
                                   A 
                              B    A       0.91904     53    38 
                              B 





Anexo 7. Prueba de Tukey para PIGME 
 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                         Tukey's Studentized Range (HSD) Test for PIGME 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   157.1148 
                          Critical Value of Studentized Range  3.33415 
                          Minimum Significant Difference        4.8275 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         74.94521 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                      Tukey Grouping          Mean      N    TEMPE 
 
                                   A       191.204     53    38 
                                   A 
                              B    A       189.109    134    34 
                              B 




Anexo 8. Prueba de Tukey para ASV y PIGME 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                          Tukey's Studentized Range (HSD) Test for ASV 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   0.037801 
                          Critical Value of Studentized Range  2.78508 
                          Minimum Significant Difference        0.0475 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         129.9692 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                   Tukey Grouping          Mean      N    TIEMPO 
 
                                A       0.59464    128    5 
 
                                B       0.53975    132    2 
 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                         Tukey's Studentized Range (HSD) Test for PIGME 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                 254 
                          Error Mean Square                   157.1148 
                          Critical Value of Studentized Range  2.78508 
                          Minimum Significant Difference        3.0621 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes         129.9692 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                   Tukey Grouping          Mean      N    TIEMPO 
 
                                A       190.474    128    5 
 





Anexo 9. Análisis multivariado de la varianza para el efecto de los tratamientos 
sobre el porcentaje de eclosión y porcentaje de sobrevivencia. 
 
                                        The GLM Procedure 
                                Multivariate Analysis of Variance 
 
     MANOVA Test Criteria and F Approximations for the Hypothesis of No Overall TRATA Effect 
                               H = Type III SSCP Matrix for TRATA 
                                      E = Error SSCP Matrix 
 
                                      S=6    M=-0.5    N=4 
 
         Statistic                        Value    F Value    Num DF    Den DF    Pr > F 
 
         Wilks' Lambda               0.00805250       2.59        36    46.674    0.0012 
         Pillai's Trace              2.72598315       2.08        36        90    0.0028 
         Hotelling-Lawley Trace     12.21471702       3.04        36    18.451    0.0066 
         Roy's Greatest Root         8.20638862      20.52         6        15    <.0001 
 




Anexo 10. Análisis multivariado del contraste canónico ortogonal para establecer 
la dimensionalidad de los contrastes canónicos entre porcentaje de eclosión y 
sobrevivencia. 
 
                                                     Likelihood Approximate 
         Eigenvalue Difference Proportion Cumulative      Ratio     F Value Num DF Den DF Pr > F 
 
       1     8.2064     6.1308     0.6718     0.6718 0.00805250        2.59     36 46.674 0.0012 
       2     2.0756     1.2272     0.1699     0.8418 0.07413441        1.72     25 42.365 0.0588 
       3     0.8484     0.2091     0.0695     0.9112 0.22800666        1.45     16 37.298 0.1715 
       4     0.6393     0.1997     0.0523     0.9636 0.42144326        1.51      9 31.789 0.1886 
       5     0.4396     0.4342     0.0360     0.9996 0.69087443        1.42      4     28 0.2527 




Anexo 11. Anova para porcentaje de  triploidías por tratamiento 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                        Tukey's Studentized Range (HSD) Test for TRIPLO1 
 
  NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally has a higher 
                                 Type II error rate than REGWQ. 
 
 
                          Alpha                                   0.05 
                          Error Degrees of Freedom                  14 
                          Error Mean Square                   0.000218 
                          Critical Value of Studentized Range  4.82895 
                          Minimum Significant Difference         0.046 
                          Harmonic Mean of Cell Sizes              2.4 
 
                                 NOTE: Cell sizes are not equal. 
 
 
                   Means with the same letter are not significantly different. 
 
 
                    Tukey Grouping          Mean      N    TRATA 
 
                                 A       0.09870      3    T4 
                                 A 
                                 A       0.09643      4    T5 
                                 A 
                                 A       0.09513      2    T3 
                                 A 
                                 A       0.09433      3    T2 
 
                                 A       0.08905      4    T1 
 




Anexo 12. Análisis descriptivo para triploides por tratamiento 
 
------------------------------------------- TRATA=T1 -------------------------------------------- 
 
                                       The MEANS Procedure 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            78.7500000       8.5391256      10.8433341 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
 
------------------------------------------- TRATA=T2 -------------------------------------------- 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            88.3333333       7.6376262       8.6463692 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
 
------------------------------------------- TRATA=T3 -------------------------------------------- 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            90.0000000      14.1421356      15.7134840 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
------------------------------------------- TRATA=T4 -------------------------------------------- 
 
                                       The MEANS Procedure 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            96.6666667       5.7735027       5.9725890 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
 
------------------------------------------- TRATA=T5 -------------------------------------------- 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            92.5000000      11.9023807      12.8674386 





------------------------------------------- TRATA=T6 -------------------------------------------- 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            85.0000000               .               . 




------------------------------------------- TRATA=T7 -------------------------------------------- 
 
                                       The MEANS Procedure 
 
                                   Analysis Variable : TRIPLO 
 
                                                              Coeff of 
                                  Mean         Std Dev       Variation 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                            13.7500000      24.2813371     176.5915428 
                          ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
